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Abstract	  
	   Proper	  organismal	  development	  depends	  upon	  highly	  regulated	  
cellular	  rearrangements	  and	  cell	  shape	  changes	  that	  are	  driven	  by	  intrinsic	  
stabilizing	  and	  dynamic	  forces	  within	  an	  epithelium.	  These	  morphological	  processes	  
require	  coordination	  of	  signaling	  pathways,	  cytoskeletal	  changes,	  and	  cell	  adhesion.	  
To	  identify	  essential	  regulators	  of	  morphogenesis,	  our	  lab	  conducted	  three	  screens	  
to	  identify	  genes	  involved	  in	  regulating	  morphogenesis.	  From	  this	  screen,	  we	  
identified	  a	  novel	  component	  of	  the	  septate	  junction	  (SJ),	  Macroglobulin	  complement	  
related	  (Mcr).	  The	  SJ	  provides	  a	  barrier	  between	  epithelial	  cells	  to	  regulate	  
paracellular	  flow,	  allowing	  for	  organ	  compartmentalization.	  The	  SJ	  requires	  over	  
twenty	  proteins	  for	  its	  organization	  and	  function.	  While	  the	  function	  of	  the	  SJ	  is	  of	  
critical	  importance	  to	  development	  and	  homeostasis,	  its	  role	  in	  morphogenesis	  was	  
unclear.	  We	  examined	  whether	  the	  identification	  of	  Mcr	  in	  a	  screen	  for	  
morphogenesis	  was	  an	  isolated	  role	  of	  Mcr	  or	  a	  concerted	  requirement	  for	  the	  entire	  
SJ	  complex.	  To	  explore	  this	  question,	  we	  conducted	  an	  analysis	  of	  nine	  SJ	  genes	  and	  
examined	  the	  penetrance	  of	  defects	  in	  head	  involution,	  dorsal	  closure,	  and	  salivary	  
gland	  organogenesis.	  From	  this	  analysis,	  we	  determined	  that	  each	  SJ	  component	  
examined	  has	  an	  essential	  role	  in	  regulating	  morphogenesis	  by	  contributing	  to	  cell	  
shape	  changes	  and	  rearrangements.	  
	  
	   	  
	  
	   iv	  
Acknowledgements	  
	   The	  opportunity	  to	  attend	  and	  complete	  graduate	  school	  would	  not	  have	  
been	  possible	  without	  the	  support	  of	  my	  family.	  My	  husband,	  Derek,	  has	  been	  a	  
constant	  source	  of	  love	  and	  encouragement.	  I	  have	  navigated	  many	  challenging	  
obstacles	  along	  this	  journey	  that	  would	  not	  have	  been	  manageable	  without	  his	  
friendship,	  love,	  and	  compassion.	  For	  his	  support,	  I	  am	  eternally	  grateful.	  My	  
daughter	  Hanna,	  who	  learned	  to	  read	  by	  assisting	  me	  in	  studying	  for	  my	  exams,	  
made	  it	  possible	  for	  me	  to	  balance	  my	  academic	  endeavors	  with	  my	  family	  life.	  I	  
acknowledge	  the	  sacrifices	  that	  she	  has	  made	  that	  have	  contributed	  to	  making	  this	  
work	  possible.	  To	  my	  curious	  son	  Kristian,	  I	  thank	  you	  for	  constantly	  questioning	  
why	  things	  are	  they	  way	  they	  are	  and	  teaching	  me	  to	  think	  more	  broadly	  about	  how	  
interrelated	  things	  are	  in	  the	  natural	  world.	  Each	  of	  you	  has	  made	  me	  a	  more	  
complete	  person,	  mother,	  wife,	  and	  scientist.	  
To	  my	  mentor,	  Dr.	  Robert	  Ward,	  I	  thank	  you	  for	  allowing	  me	  the	  opportunity	  
to	   train	   under	   your	   guidance.	   I	   appreciate	   your	   patience	   and	   confidence	   in	   my	  
ability	   to	   develop	   and	   explore	   our	   project.	   Your	   support	   of	   my	   professional	  
endeavors	   that	  extended	  beyond	  the	  door	  of	   the	   lab	  and	   far	   from	  the	  reach	  of	   the	  
bench	  has	  been	  instrumental	  in	  shaping	  the	  direction	  of	  my	  career.	  I	  appreciate	  your	  
faith	  in	  me	  to	  be	  able	  to	  manage	  these	  commitments	  in	  addition	  to	  my	  project.	  	  
	   Dr.	  Brian	  Ackley	  and	   the	  members	  of	   the	  Ackley	   lab,	   I	  would	   like	   to	  extend	  
my	  appreciation	  to	  you	  for	  your	  generosity	  in	  the	  use	  of	  your	  confocal	  microscope.	  I	  
appreciate	  the	  time	  that	  each	  you	  took	  away	  from	  your	  own	  work	  training	  me	  to	  use	  
the	   equipment,	   troubleshooting,	   as	   well	   as	   insightful	   conversations	   about	   science	  
	  
	   v	  
and	  life.	  Dana	  and	  Samantha,	  I	  greatly	  value	  the	  advice	  and	  guidance	  you	  provided	  
me	  during	  the	  completion	  of	  my	  degree	  and	  postdoctoral	  job	  search.	  
	   John	   Connolly	   and	   Linda	  Wiley,	   thank	   you	   for	   your	   tireless	   support	   of	   not	  
only	  me	  but	  also	  all	  students	  and	  faculty	  within	  our	  department.	  I	  would	  also	  like	  to	  
thank	  members	  of	  the	  Ward	  lab	  for	  their	  support,	  assistance,	  and	  friendship	  during	  
my	  graduate	  training.	  Finally,	  Lynn	  Villafuerte,	  you	  have	  become	  a	  dear	  friend	  and	  
trusted	  mentor	  during	  my	  time	  here	  at	  KU.	  I	  appreciate	  you	  providing	  opportunities	  
for	  me	   to	   further	  my	  mentoring	   skills,	   encouraging	  my	  passion	   for	   education	   and	  
outreach,	  and	  empowering	  me	  to	  trust	  in	  my	  abilities.	  I	  will	  carry	  the	  strength	  I	  have	  
gained	  from	  your	  guidance	  and	  friendship	  throughout	  my	  life.	  	   	  
	  
	   vi	  
Table	  of	  Contents	  
	  
Page	  number	  
Abstract	  .......................................................................................................................................................	  iii	   	  
Acknowledgements	  ...............................................................................................................................	  iv	  
List	  of	  Figures	  ........................................................................................................................................	  viii	  
List	  of	  Tables	  ..............................................................................................................................................	  x	  
	  
Chapter	  I:	  Introduction	  ........................................................................................................................	  1	  
1.1.	  Figures	  ................................................................................................................................................	  12	  
	  
Chapter	  II:	  Macroglobulin	  complement	  related	  (Mcr)	  encodes	  a	  protein	  
required	  for	  septate	  junction	  organization	  and	  paracellular	  barrier	  function	  
in	  Drosophila	  	  ..........................................................................................................................................	  20	  
2.1.	  Abstract	  ..............................................................................................................................................	  21	  
2.2.	  Introduction	  .....................................................................................................................................	  22	  
2.3.	  Results	  ................................................................................................................................................	  26	  
2.4.	  Discussion	  .........................................................................................................................................	  35	  
2.5 .	  Materials	  and	  Methods	  ................................................................................................................	  42	  
2.6 .	  Figures	  ................................................................................................................................................	  45	  
	  
Chapter	  III:	  Septate	  junction	  proteins	  are	  required	  for	  proper	  cell	  shape	  
changes	  and	  cell	  rearrangements	  during	  morphogenesis	  ...........................................	  65	  
3.1.	  Abstract	  ..............................................................................................................................................	  66	  
	  
	   vii	  
3.2.	  Introduction	  .....................................................................................................................................	  68	  
3.3.	  Results	  ................................................................................................................................................	  72	  
3.4.	  Discussion	  .........................................................................................................................................	  82	  
3.5.	  Materials	  and	  Methods	  ................................................................................................................	  88	  
3.6.	  Figures	  ................................................................................................................................................	  91	  
3.7.	  Tables	  ...............................................................................................................................................	  109	  
	  
Chapter	  IV:	  Concluding	  remarks	  and	  future	  directions	  ..............................................	  115	  
4.1.	  Concluding	  remarks	  and	  future	  directions	  ......................................................................	  115	  
4.1.	  Figures	  .............................................................................................................................................	  121	  
	  
References	  .............................................................................................................................................	  123	   	  
	  
	   viii	  
List	  of	  Figures	  
Figure	   Page	  number	  
1.1.	  Schematic	  diagram	  of	  a	  mature	  epithelium	  ........................................................................	  16	  
1.2.	  SJ	  biogenesis	  requires	  endocytosis	  and	  recycling	  for	  maturation	  ...........................	  18	  
	  
2.1.	  Mutations	  in	  Mcr	  are	  embryonic	  lethal	  with	  phenotypes	  associated	  with	  
SJ	  defects	  .........................................................................................................................................................	  45	  
2.2.	  Mcr	  is	  required	  for	  paracellular	  barrier	  function	  ............................................................	  47	  
2.3.	  Mcr	  transcript	  expression	  and	  Mcr	  protein	  expression	  and	  localization	  
during	  development	  	  .............................................................................................................................	  49	  
2.4.	  Mcr	  is	  mislocalized	  in	  the	  hindguts	  of	  SJ	  mutant	  embryos	  ..........................................	  52	  
2.5.	  Mcr	  is	  required	  cell-­‐autonomously	  for	  SJ	  organization	  in	  embryonic	  
epithelia	  and	  larval	  wing	  imaginal	  discs	  .......................................................................................	  54	  
2.6.	  The	  SJ	  localization	  of	  Mcr	  and	  Nrg	  depend	  upon	  each	  other	  ......................................	  56	  
2.S1.	  Specificity	  of	  the	  anti-­‐Mcr	  antibody	  .......................................................................................	  58	  
2.S2.	  Mcr’s	  localization	  is	  distinct	  from	  the	  adherens	  junction,	  but	  does	  
include	  the	  apical	  plasma	  membrane	  .............................................................................................	  60	  
2.S3.	  Control	  experiments	  showing	  the	  specificity	  of	  Mcr-­‐RNAi	  in	  the	  en-­‐GAL4	  
and	  ap-­‐GAL4	  expression	  domains,	  and	  the	  functional	  disruption	  of	  the	  
paracellular	  barrier	  in	  ap>Mcr-­‐RNAi	  discs	  .....................................................................................	  62	  
	  
3.1.	  Mutations	  in	  SJ	  genes	  leads	  to	  defects	  in	  head	  involution	  and	  dorsal	  
closure	  ..............................................................................................................................................................	  91	   	  
	  
	   ix	  
3.2.	  SJ	  mutant	  animals	  arrest	  their	  development	  prior	  to	  the	  formation	  of	  a	  
functional	  occluding	  junction	  ............................................................................................................	  93	   	  
3.3.	  SJ	  proteins	  are	  expressed	  and	  associated	  with	  the	  membrane	  at	  stage	  10	  
of	  embryogenesis	  ....................................................................................................................................	  95	   	  
3.4.	  SJ	  mutant	  salivary	  glands	  exhibit	  abnormal	  morphology	  ............................................	  97	   	  
3.5.	  Mutations	  in	  SJ	  genes	  lead	  to	  abnormal	  cellular	  rearrangements	  during	  
SG	  organogenesis	  ....................................................................................................................................	  99	  
3.6.	  Loss	  of	  cor	  and	  Nrx-­‐IV	  leads	  to	  abnormal	  DME	  organization	  and	  a	  loss	  of	  
AS	  integrity	  ..................................................................................................................................................	  101	  
3.7.	  SJ	  proteins	  are	  expressed	  in	  the	  AS	  at	  the	  start	  of	  DC	  .................................................	  103	  
3.8.	  JNK	  signaling	  is	  active	  in	  SJ	  mutant	  animals	  .....................................................................	  105	  
3.9.	  SJ	  mutant	  animals	  exhibit	  abnormal	  cellular	  rearrangements	  and	  cell	  
shapes	  in	  the	  epithelium	  during	  DC	  .............................................................................................	  107	  
	  
4.1.	  Model	  of	  SJ	  genes	  in	  regulating	  SG	  organogenesis	  .......................................................	  121	  
	   	  
	  
	   x	  
List	  of	  Tables	  
Table	   Page	  number	  
2.1.	  Lethal	  phase	  and	  terminal	  phenotypic	  analysis	  of	  Mcr	  mutations	  ...........................	  64	  
	  
3.1.	  All	  SJ	  mutant	  lines	  show	  some	  penetrance	  of	  head	  involution	  and	  
dorsal	  closure	  defects	  ........................................................................................................................	  109	  
3.2.	  SJ	  homozygous	  mutant	  animals	  show	  a	  statistically	  different	  
percentage	  of	  arrested	  development	  than	  their	  heterozygous	  siblings,	  
except	  LacG00044	  animals	  ....................................................................................................................	  111	  
3.3.	  Mcr1	  and	  KuneC309	  salivary	  glands	  have	  decreased	  apical	  and	  
increased	  lateral	  membrane	  lengths	  ...........................................................................................	  113	  
	  
	  






















Introduction	   	  
	  
	   2	  
The	  formation	  and	  maintenance	  of	  an	  epithelium	  is	  a	  fundamental	  
requirement	  in	  multicellular	  organisms,	  allowing	  for	  the	  formation	  of	  distinct	  three-­‐
dimensional	  organ	  compartments	  that	  can	  carry	  out	  essential	  functions	  such	  as	  
directed	  secretion,	  nutrient	  absorption,	  and	  protection	  from	  the	  invasion	  of	  
pathogens.	  An	  intact	  mature	  epithelium	  requires	  three	  major	  features:	  1.	  defined	  
apical	  and	  basal	  domains	  that	  polarize	  the	  epithelium	  for	  directed	  vesicle	  secretion;	  
2.	  membrane	  scaffolds	  that	  allow	  for	  cell-­‐cell	  adhesion	  and	  anchoring	  of	  cytoskeletal	  
components;	  3.	  establishment	  and	  maintenance	  of	  a	  paracellular	  barrier.	  
Vertebrates	  and	  invertebrates	  have	  slightly	  different	  mechanisms	  for	  establishing	  
and	  maintaining	  the	  essential	  architecture	  of	  an	  epithelium,	  yet	  many	  of	  the	  
components	  are	  conserved	  across	  species,	  notably	  the	  claudin	  and	  cadherin	  protein	  
families.	  Drosophila	  melanogaster	  has	  served	  as	  a	  key	  model	  in	  understanding	  the	  
cellular	  mechanisms	  that	  drive	  the	  formation	  of	  specialized	  membrane	  domains	  
during	  development	  and	  homeostasis.	  
Epithelial	  cell	  membranes	  are	  subdivided	  into	  three	  primary	  domains:	  apical,	  
lateral,	  and	  basal.	  In	  an	  organ,	  the	  apical	  surface	  is	  in	  contact	  with	  the	  chemically	  
distinct	  luminal	  environment.	  The	  basal	  side	  is	  anchored	  to	  extracellular	  matrix	  
proteins	  of	  the	  basal	  lamina.	  Spanning	  the	  region	  between	  the	  apical	  and	  basal	  
domains	  is	  the	  lateral	  membrane	  domain.	  This	  membrane	  can	  be	  further	  divided	  
into	  the	  apical-­‐lateral	  and	  basolateral	  regions.	  It	  is	  within	  the	  apical-­‐lateral	  region	  
that	  specialized	  protein	  complexes,	  called	  junctions,	  form	  to	  provide	  cell-­‐cell	  
adhesion	  and	  paracellular	  barrier	  function.	  (Fig.	  1.1)	  
	  
	   3	  
Cells	  organized	  into	  a	  complex	  tissue	  require	  cell-­‐cell	  adhesion,	  stabilization,	  
and	  the	  ability	  to	  communicate	  with	  their	  neighbors	  to	  coordinate	  cellular	  and	  
tissue	  level	  events	  during	  morphogenesis.	  Much	  of	  our	  understanding	  of	  the	  role	  of	  
these	  mechanisms	  has	  been	  revealed	  through	  extensive	  study	  of	  the	  apical-­‐lateral	  
membrane	  complex	  referred	  to	  as	  the	  adherens	  junction	  (AJ).	  The	  AJ	  is	  a	  large	  
protein	  complex	  that	  interacts	  at	  the	  cytoplasmic	  side	  of	  the	  membrane	  with	  the	  
actin	  cytoskeleton	  to	  drive	  contractility	  that	  leads	  to	  changes	  in	  cell	  shape.	  The	  
transmembrane	  proteins	  of	  the	  AJ,	  including	  cadherins,	  function	  to	  mechanically	  
and	  chemically	  link	  neighboring	  cells	  within	  a	  tissue,	  maintaining	  and	  propagating	  
tissue-­‐wide	  communication	  and	  the	  distribution	  of	  force.	  	  
The	  junction	  responsible	  for	  the	  occluding	  function	  of	  the	  epithelium	  is	  
adjacent	  to	  the	  AJ.	  In	  vertebrates,	  this	  junction	  is	  called	  the	  tight	  junction	  (TJ)	  and	  is	  
located	  apical	  to	  the	  AJ.	  The	  TJ	  is	  composed	  of	  over	  forty	  proteins	  (Schneeberger	  
and	  Lynch	  2004;	  Yamazaki	  et	  al.	  2011)	  including	  cytoplasmic	  proteins	  that	  interact	  
with	  actin	  and	  transmembrane	  proteins	  to	  bring	  adjacent	  membranes	  into	  close	  
apposition.	  It	  is	  believed	  that	  claudins	  are	  responsible	  for	  the	  regulation	  of	  the	  
permeability	  of	  the	  tight	  junction.	  	  
The	  occluding	  function	  in	  Drosophila	  and	  other	  invertebrates	  is	  provided	  by	  
the	  septate	  junction	  (SJ),	  which	  is	  located	  basal	  to	  the	  AJ.	  It	  is	  a	  large	  protein	  
complex	  that	  forms	  an	  electron-­‐dense	  ladder-­‐like	  array	  that	  spans	  the	  
intermembrane	  space	  between	  adjacent	  lateral	  membranes.	  Over	  the	  last	  twenty	  
years,	  the	  use	  of	  Drosophila	  as	  a	  model	  has	  provided	  us	  the	  ability	  to	  study	  the	  
establishment	  and	  maintenance	  of	  the	  barrier	  using	  genetics	  and	  cell	  biology.	  Over	  
	  
	   4	  
20	  proteins	  have	  been	  identified	  as	  playing	  a	  role	  in	  the	  SJ,	  the	  majority	  of	  which	  are	  
transmembrane	  proteins.	  Many	  of	  these	  proteins	  have	  been	  shown	  to	  localize	  to	  or	  
transiently	  associate	  with	  the	  SJ.	  Here	  I	  review	  the	  known	  functions	  and	  interactions	  
of	  these	  SJ	  proteins,	  our	  current	  understanding	  of	  the	  maturation	  of	  the	  junction,	  
and	  the	  contribution	  of	  this	  work	  to	  our	  greater	  understanding	  of	  the	  biology	  of	  the	  
lateral	  membrane.	  
	  
Septate	  Junction	  Biogenesis	  
Pivotal	  observational	  studies	  have	  provided	  the	  field	  with	  considerable	  
insight	  into	  the	  mechanistic	  regulation	  that	  facilitates	  the	  redistribution	  of	  SJ	  
proteins	  from	  the	  basolateral	  membrane	  to	  the	  apical-­‐lateral	  region	  of	  the	  SJ.	  
Specifically,	  SJ	  proteins	  that	  are	  initially	  broadly	  distributed	  along	  the	  lateral	  
membrane	  at	  stage	  are	  retargeted	  to	  the	  SJ	  between	  stages	  13	  and	  14	  via	  the	  
endocytic	  and	  recycling	  pathways	  as	  small	  subcomplexes	  that	  require	  Ly6	  proteins.	  
By	  stage	  15,	  SJ	  proteins	  are	  refined	  at	  the	  region	  of	  the	  SJ	  where	  they	  form	  a	  core	  
complex	  where	  the	  loss	  of	  a	  single	  core	  component	  results	  in	  the	  mislocalization	  and	  
increased	  mobility	  along	  the	  lateral	  membrane.	  For	  the	  complexes	  to	  become	  fixed	  
within	  the	  plane	  of	  the	  membrane	  and	  form	  a	  tight	  barrier	  by	  stage	  16,	  intercellular	  
communication	  between	  core	  complexes	  of	  adjacent	  lateral	  membranes	  is	  required	  
(Genova	  and	  Fehon	  2003;	  Oshima	  and	  Fehon	  2011)	  (Fig.	  1.2).	  	  
Our	  understanding	  of	  the	  regulatory	  mechanisms	  required	  for	  biogenesis	  of	  
the	  SJ	  were	  extended	  with	  the	  discovery	  of	  Melanotransferrin	  (Mtf)	  ((Tiklová	  et	  al.	  
2010).	  Mtf	  was	  identified	  as	  encoding	  a	  GPI-­‐linked	  iron	  binding	  protein	  that	  
undergoes	  cleavage	  of	  the	  GPI	  anchor,	  allowing	  it	  to	  function	  tissue	  non-­‐
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autonomously	  for	  SJ	  organization	  and	  function.	  In	  addition,	  structure	  function	  
analysis	  indicates	  that	  the	  iron	  binding	  sites	  are	  essential	  for	  stabilization	  of	  core	  SJ	  
components.	  At	  stage	  13,	  Mtf	  was	  found	  to	  locolize	  and	  co-­‐immunoprecipitate	  with	  
Rab5	  and	  Rab11,	  which	  that	  suggests	  endocytosis	  and	  recycling	  are	  required	  for	  the	  
internalization	  and	  redistribution	  of	  Mtf	  for	  SJ	  localization.	  This	  finding	  raised	  an	  
interesting	  possibility	  that	  the	  redistribution	  of	  core	  SJ	  proteins	  from	  the	  basolateral	  
membrane	  to	  the	  refinement	  at	  the	  SJ	  by	  stage	  16	  was	  facilitated	  through	  the	  
endocytic	  and	  recycling	  pathways.	  They	  extended	  their	  analysis	  and	  identified	  that	  
Cor,	  Gli,	  and	  Sinu	  also	  co-­‐localize	  with	  Rab5	  and	  Rab11	  at	  stage	  13.	  However,	  at	  
stage	  16,	  when	  there	  is	  very	  little	  turnover	  of	  core	  SJ	  components,	  this	  co-­‐
localization	  is	  no	  longer	  observed.	  	  
The	  discovery	  of	  four	  Ly6	  genes,	  Boudin	  (Bou),	  crooked	  (crok),	  coiled	  (coil),	  
and	  cold	  (cold)	  extended	  our	  understanding	  of	  the	  subcellular	  trafficking	  of	  SJ	  
components	  when	  they	  were	  identified	  as	  being	  required	  for	  the	  assembly	  of	  core	  SJ	  
components	  (Hijazi	  et	  al.	  2009;	  Nilton	  et	  al.	  2010).	  This	  family	  of	  proteins	  is	  related	  
to	  the	  vertebrate	  urokinase/plasminogen	  activator	  receptor	  (uPAR)	  and	  Ly6	  protein	  
family.	  In	  vertebrates,	  Ly6	  proteins	  appear	  to	  be	  involved	  in	  cell	  adhesion,	  cell	  
signaling,	  and	  have	  also	  been	  identified	  to	  modulate	  allosteric	  interactions,	  
indicating	  that	  this	  protein	  family	  plays	  a	  fundamental	  role	  in	  cell	  biology	  (Nilton	  et	  
al.	  2010;	  Hijazi	  et	  al.	  2009).	  	  
The	  role	  of	  Bou,	  Crok,	  Cold,	  and	  Coil	  in	  the	  SJ	  is	  unique	  when	  compared	  to	  
other	  SJ	  proteins.	  Until	  the	  discovery	  of	  these	  Ly6	  proteins,	  proteins	  involved	  in	  SJ	  
organization	  and	  function	  had	  been	  identified	  to	  localize	  to	  the	  SJ	  where	  they	  form	  a	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highly	  interdependent	  structure.	  The	  Drosophila	  Ly6	  proteins,	  only	  transiently	  
associate	  with	  core	  SJ	  components	  while	  they	  are	  being	  trafficked	  within	  the	  cell.	  It	  
was	  identified	  by	  Nilton	  et	  al.	  (2010)	  that	  Crok	  and	  Cold	  are	  responsible	  for	  the	  
trafficking	  of	  Nrx-­‐IV	  and	  Cor	  where	  they	  co-­‐localize	  with	  early,	  recycling,	  and	  late	  
endosomes,	  as	  well	  as	  with	  lysosomes.	  Interestingly,	  Crok	  and	  Cold	  were	  not	  found	  
to	  be	  required	  for	  the	  trafficking	  of	  Atpα	  or	  Nrg.	  These	  findings	  further	  our	  
understanding	  of	  the	  differential	  trafficking	  of	  core	  SJ	  components.	  In	  addition,	  it	  
raises	  the	  possibility	  that	  small	  subcomplexes	  of	  SJ	  proteins	  begin	  to	  assemble	  prior	  
to	  their	  incorporation	  into	  a	  large	  junctional	  complex.	  This	  idea	  of	  subcomplex	  
formation	  taken	  together	  with	  the	  known	  cellular	  function	  of	  vertebrate	  Ly6	  
proteins	  led	  Nilton	  et	  al.	  (2010)	  to	  hypothesize	  that	  the	  role	  of	  Ly6	  in	  the	  biogenesis	  
of	  the	  SJ	  could	  be	  due	  to	  their	  ability	  to	  regulate	  specific	  interactions,	  facilitating	  
modifications	  that	  are	  required	  for	  the	  final	  maturation	  of	  the	  SJ.	  
Another	  unique	  component	  involved	  in	  organizing	  the	  SJ	  are	  the	  lipid	  
phosphate	  phosphatase	  (LPP)	  encoding	  genes,	  wunen	  (wun)	  and	  wunen2	  (wun2)	  (Ile	  
et	  al.	  2012).	  Lpps	  function	  as	  transmembrane	  enzymes	  that	  regulate	  the	  
phosphorylation	  of	  sphingolipids	  and	  glycerolipids	  that	  facilitate	  cell	  signaling.	  Wun	  
localizes	  at	  the	  apical	  surface	  of	  tracheal	  cells	  and	  also	  co-­‐localizes	  with	  markers	  of	  
the	  AJ	  and	  SJ.	  In	  comparison,	  Wun2	  localizes	  to	  the	  apical	  surface	  and	  along	  the	  
length	  of	  the	  lateral	  membrane.	  Maternal	  and	  zygotic	  loss	  of	  wun	  and	  wun2	  leads	  to	  
a	  decrease	  in	  the	  AJ	  protein	  DE-­‐cadherin	  and	  disrupted	  SJ	  organization	  in	  the	  
embryonic	  trachea.	  Surprisingly,	  this	  interaction	  is	  not	  observed	  in	  any	  other	  
ectodermally	  derived	  epithelial	  tissues.	  While	  Wunens	  seem	  dispensable	  in	  several	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tissues,	  the	  observation	  that	  modifications	  of	  the	  lipid	  bilayer	  can	  regulate	  SJ	  
organization	  and	  function	  raises	  interesting	  questions	  regading	  the	  role	  of	  lipid	  
modifications	  in	  regulating	  the	  membrane	  dynamics	  of	  the	  SJ.	  	  
Currently,	  the	  field	  lacks	  a	  comprehensive	  understanding	  of	  how	  individual	  
SJ	  proteins	  become	  incorporated	  into	  the	  SJ	  complex.	  Studies	  conducted	  by	  Oshima	  
and	  Fehon	  (2011)	  explored	  the	  dynamics	  of	  proteins	  that	  localize	  to	  the	  SJ	  using	  
fluorescence	  recovery	  after	  photobleaching	  (FRAP).	  At	  stages	  11	  and	  12,	  they	  
showed	  that	  SJ	  proteins	  are	  very	  mobile	  within	  the	  lateral	  membrane.	  This	  suggests	  
that	  during	  this	  developmental	  time	  period,	  SJ	  core	  components	  do	  not	  form	  a	  stable	  
complex.	  In	  comparison,	  at	  mid-­‐to	  late-­‐stage	  13	  SJ	  core	  components	  become	  
immobile.	  This	  was	  contrasted	  by	  that	  of	  the	  SJ	  associated	  protein	  Dlg,	  that	  
continues	  to	  exhibit	  greater	  mobility	  after	  the	  SJ	  has	  begun	  to	  assemble,	  
demonstrating	  that	  core	  components	  of	  the	  SJ	  are	  stabilized	  and	  localized	  to	  the	  SJ	  
by	  a	  mechanism	  independent	  of	  other	  lateral	  membrane	  proteins.	  This	  analysis	  
allowed	  for	  the	  identification	  of	  similar	  membrane	  kinetics	  for	  the	  core	  SJ	  proteins	  
Cor,	  NrxIV,	  Nrv2,	  Nrg,	  Atpα	  and	  Mcr	  (Oshima	  and	  Fehon	  2011;	  S.	  Hall	  et	  al.	  2014).	  
The	  application	  of	  FRAP	  has	  provided	  a	  mechanism	  to	  distinguish	  between	  core	  SJ	  
components	  and	  SJ-­‐associated	  proteins.	  	  
	  
Core	  components	  of	  the	  Drosophila	  SJ	  	  
Claudins	  
Claudin-­‐family	  proteins	  have	  been	  identified	  as	  key	  regulators	  of	  vertebrate	  
and	  invertebrate	  epithelial	  permeability	  (Furuse	  2010;	  Behr,	  Riedel,	  and	  Schuh	  
2003;	  Wu	  et	  al.	  2004;	  Nelson,	  Furuse,	  and	  Beitel	  2010).	  Their	  basic	  structure	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consists	  of	  four	  transmembrane	  domains	  connected	  by	  two	  large	  extracellular	  loops,	  
one	  intracellular	  loop	  and	  N	  and	  C	  terminal	  cytoplasmic	  tails.	  Twenty-­‐four	  claudin	  
proteins	  have	  been	  identified	  in	  mammals	  and	  seven	  are	  predicted	  to	  be	  encoded	  in	  
the	  Drosophila	  genome.	  A	  sequence	  alignment	  and	  analysis	  by	  Wu	  et	  al.	  (2004)	  
showed	  that	  Drosophila	  and	  human	  claudins	  do	  not	  cluster	  together	  and	  have	  
extensive	  sequence	  divergence	  both	  within	  and	  between	  species.	  	  
Of	  the	  seven	  Drosophila	  claudins,	  Kune,	  Sinu,	  and	  Mega	  function	  to	  regulate	  
the	  organization	  and	  function	  of	  the	  SJ	  (Behr,	  Riedel,	  and	  Schuh	  2003;	  Wu	  et	  al.	  
2004;	  Nelson,	  Furuse,	  and	  Beitel	  2010).	  These	  findings	  reveal	  conserved	  molecular	  
and	  functional	  components	  between	  vertebrate	  and	  invertebrate	  occluding	  
junctions.	  In	  vertebrates,	  claudins	  have	  been	  found	  to	  form	  homo-­‐	  and	  heterophilic	  
interactions	  within	  the	  same	  cell	  (Furuse,	  Sasaki,	  and	  Tsukita	  1999;	  Blasig	  et	  al.	  
2006)and	  between	  adjacent	  cells.	  These	  interactions	  have	  been	  shown	  to	  regulate	  
essential	  biological	  functions,	  including	  the	  migration	  of	  germ	  cells	  between	  the	  TJs	  
of	  Sertoli	  cells	  (Smith	  and	  Braun	  2012).	  This	  process	  requires	  the	  transient	  
incorporation	  of	  CLDN3	  into	  new	  forming	  TJs	  during	  germ	  cell	  passage,	  which	  is	  
then	  later	  replaced	  by	  CLDN11.	  Interestingly,	  the	  regular	  spacing	  of	  neighboring	  
cells	  in	  the	  SJ	  preclude	  claudins	  from	  being	  the	  intercellular	  adhesion	  molecule	  in	  
the	  SJ.	  This	  information	  positions	  the	  field	  to	  explore	  if	  claudin	  proteins	  in	  the	  
mature	  epithelia	  of	  Drosophila	  display	  a	  differential	  localization	  that	  could	  facilitate	  
remodeling	  of	  the	  SJ	  during	  complex	  morphogenetic	  events	  when	  cells	  are	  required	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   The	  Na+/K+	  Atpase	  is	  an	  essential	  component	  of	  the	  plasma	  membrane	  that	  
creates	  an	  electrochemical	  gradient	  through	  the	  exchange	  of	  three	  Na+	  into	  and	  two	  
K+	  out	  of	  the	  cell	  for	  every	  molecule	  of	  ATP	  hydrolyzed.	  The	  heterodimer	  consists	  of	  
an	  α-­‐subunit	  with	  ten	  transmembrane	  domains	  that	  create	  the	  Na+	  and	  K+	  channels	  
(Chow	  and	  Forte	  1995),	  as	  well	  as,	  the	  β-­‐subunit	  with	  a	  single	  transmembrane	  
domain.	  The	  vertebrate	  Na+/K+	  Atpase	  primarily	  localizes	  basal	  to	  the	  AJ,	  similar	  to	  
the	  Drosophila	  homologues,	  and	  also	  demonstrates	  cell-­‐type	  specific	  localization	  
patterns	  that	  includes	  a	  close	  association	  with	  the	  TJ	  in	  retinal	  cells.	  The	  Drosophila	  
genome	  encodes	  one	  α-­‐subunit,	  Atpα,	  and	  three	  β-­‐subunits,	  nervana1	  (Nrv1),	  
nervana2	  (Nrv2)	  and	  nervana3	  (Nrv3).	  
Experiments	  altering	  the	  concentration	  of	  Na+	  and	  K+	  and	  chemically	  
blocking	  pump	  function	  demonstrated	  that	  Na+/K+	  Atpase	  pump	  activity	  is	  required	  
for	  TJ	  assembly	  and	  maintenance	  (Rajasekaran	  et	  al.	  2001;	  Madan,	  Rose,	  and	  
Watson	  2007;	  Cibrián-­‐Uhalte	  et	  al.	  2007;	  Violette,	  Madan,	  and	  Watson	  2006;	  
Krupinski	  and	  Beitel	  2009).	  Surprisingly,	  work	  conducted	  by	  Paul	  et	  al.	  (2007)	  
revealed,	  using	  a	  catalytically	  inactive	  Atpα	  isoform,	  that	  the	  pump	  function	  of	  the	  
Na+/K+	  Atpase	  is	  not	  required	  in	  Drosophila	  for	  the	  assembly	  of	  the	  SJ.	  Additionally,	  
they	  identified	  that	  only	  the	  extracellular	  domain	  of	  Nrv2	  is	  required	  for	  SJ	  
organization,	  further	  indicating	  that	  the	  Na+/K+	  Atpase	  functions	  as	  a	  
transmembrane	  component	  of	  the	  lateral	  membrane	  scaffolding	  and	  not	  an	  ion	  
pump.	  These	  findings	  raise	  interesting	  questions	  about	  the	  evolution	  of	  the	  
occluding	  junction	  and	  its	  connection	  to	  the	  larger	  cell	  biology	  of	  the	  lateral	  
membrane.	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Ig	  superfamily	  proteins	  
	   Immunoglobulin	  (Ig)-­‐containing	  proteins	  are	  often	  involved	  in	  protein-­‐
protein	  interactions	  that	  contribute	  to	  cell	  adhesion.	  The	  SJ	  contains	  two	  members	  
of	  the	  Ig	  superfamily,	  Neuroglian	  (Nrg)	  and	  Lachesin	  (Lac)	  (Genova	  and	  Fehon	  2003;	  
Llimargas	  et	  al.	  2004).	  Nrg	  encodes	  a	  transmembrane	  adhesion	  molecule	  that	  
contains	  six	  Ig	  domains,	  five	  fibronectin	  type	  III	  domains,	  and	  an	  ankyrin-­‐binding	  
motif.	  Nrg	  is	  homologous	  to	  the	  vertebrate	  neurofascin-­‐155	  that	  is	  involved	  in	  
barrier	  function	  in	  the	  paranodal	  loops	  (Bieber	  et	  al.	  1989;	  Charles	  et	  al.	  2002).	  Nrg	  
is	  a	  transmembrane	  component	  of	  the	  SJ	  that	  was	  identified	  to	  physically	  interact	  
with	  Cor	  and	  Nrx-­‐IV(Genova	  and	  Fehon	  2003).	  Lac	  is	  a	  GPI-­‐linked	  protein	  that	  
contains	  three	  Ig	  domains,	  homologous	  to	  the	  vertebrate	  IgLONs.	  Lac	  mutant	  
animals	  display	  an	  enlarged	  tracheal	  phenotype	  that	  contains	  breaks.	  Llimargas	  et	  
al.,	  (2004)	  concluded	  that	  this	  change	  in	  size	  is	  not	  due	  to	  an	  increase	  in	  cell	  number	  
but	  speculate	  that	  this	  is	  due	  to	  abnormal	  cell	  size.	  In	  addition,	  they	  suggest	  that	  
abnormal	  cell	  shape	  contributes	  to	  abnormal	  force	  distribution	  that	  leads	  to	  loss	  of	  
cell	  adhesion.	  Force	  distribution	  and	  cell	  adhesion	  are	  essential	  for	  correct	  cell	  
shape	  changes	  and	  cell	  rearrangements	  that	  are	  required	  for	  the	  final	  form	  and	  
function	  of	  tissues.	  A	  closer	  examination	  of	  how	  these	  lateral	  membrane	  proteins	  
regulate	  fundamental	  cell	  processes	  will	  provide	  important	  insight	  into	  our	  
understanding	  of	  development.	  	  
	  
Coracle,	  Neurexin,	  Contactin,	  varicose	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SJ	  complex	  proteins	  demonstrate	  a	  strong	  interdependence	  for	  SJ	  
organization	  due	  to	  extensive	  protein-­‐protein	  interactions	  that	  exist	  between	  a	  
network	  of	  cytoplasmic,	  transmembrane,	  and	  GPI-­‐linked	  proteins.	  Seminal	  work	  
conducted	  in	  the	  laboratory	  of	  Rick	  Fehon	  provided	  the	  beginning	  of	  our	  
understanding	  of	  the	  interactions	  of	  the	  subcellular	  components	  of	  the	  SJ.	  coracle	  
(cor),	  which	  encodes	  a	  cytoplasmic	  organizing	  protein	  from	  the	  protein	  4.1	  family,	  
was	  identified	  in	  a	  screen	  as	  a	  dominant	  modifier	  that	  suppresses	  the	  rough	  eye	  
phenotypes	  of	  mutations	  in	  the	  EGF-­‐receptor	  homologue	  (Egfr).	  While	  mutations	  in	  
Egfr	  result	  in	  tissue	  overgrowth	  and	  abnormal	  cell	  differention,	  histological	  analysis	  
showed	  that	  mutations	  in	  coracle	  mutant	  eyes	  resulted	  in	  cells	  that	  were	  abnormally	  
shaped	  and	  positioned	  rather	  than	  abnormal	  growth	  or	  differentiation	  (Lamb	  et	  al.	  
1998).	  Cor	  was	  found	  to	  be	  associated	  with	  the	  plasma	  membrane	  at	  the	  region	  of	  
the	  SJ	  (Fehon,	  Dawson,	  and	  Artavanis-­‐Tsakonas	  1994).	  Using	  phenotypic	  analysis,	  it	  
was	  shown	  by	  Ward	  et	  al	  (1998)	  that	  the	  membrane	  localization	  of	  Cor	  was	  due	  to	  
an	  interaction	  with	  the	  transmembrane	  SJ	  protein	  Neurexin-­‐IV	  (NrxIV).	  This	  
interaction	  is	  due	  to	  physical	  interactions	  between	  the	  CNTR	  of	  Cor	  and	  the	  
cytoplasmic	  tail	  of	  Nrx.	  This	  co-­‐dependence	  has	  become	  a	  defining	  characteristic	  of	  
all	  core	  components	  of	  the	  SJ.	  	  
Later	  work	  directed	  at	  the	  identification	  of	  mutations	  that	  contribute	  to	  
defects	  in	  tracheal	  development	  identified	  two	  additional	  core	  components	  of	  the	  SJ,	  
contactin	  and	  varicose.	  varicose	  (vari),	  encodes	  a	  membrane-­‐associated	  guanylate	  
kinase	  (MAGUK)	  (Wu	  et	  al.	  2007)	  that	  is	  homologus	  to	  the	  vertebrate	  PALS2,	  which	  
localizes	  basolaterally	  in	  epithelial	  cells	  and	  is	  not	  involved	  in	  cell	  polarity	  or	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paracellular	  barrier	  function	  (Wu	  et	  al.	  2007).	  Using	  co-­‐immunoprecipitation,	  Wu	  et	  
al.	  (2007)	  identified	  a	  strong	  binding	  affinity	  between	  the	  PDZ-­‐domain	  of	  Vari	  and	  
the	  C-­‐terminus	  of	  Nrx-­‐IV,	  which	  suggests	  that	  Vari	  is	  part	  of	  the	  membrane	  
scaffolding	  of	  the	  SJ.	  contactin	  (cont)	  which	  encodes	  a	  GPI-­‐linked	  protein	  
homologous	  to	  the	  vertebrate	  contactin	  subfamily,	  is	  required	  in	  the	  glial	  cells	  of	  the	  
peripheral	  nervous	  system	  (Faivre-­‐Sarrailh	  et	  al.	  2004).	  Contactin	  was	  also	  
identified	  to	  require	  Nrx-­‐IV	  for	  plasma	  membrane	  localization.	  	  
This	  data	  suggests	  a	  model	  where	  Cont	  is	  localized	  to	  the	  extracellular	  
surface	  where	  it	  is	  able	  to	  interact	  with	  the	  extracellular	  environment	  and	  
additional	  transmembrane	  and	  GPI-­‐linked	  SJ	  proteins,	  such	  as	  Nrx-­‐IV,	  Kune,	  and	  
Atpα.	  In	  addition,	  Cor	  and	  Vari	  stabilize	  Nrx-­‐IVand	  function	  to	  organize	  the	  
cytoplasmic	  region	  of	  the	  SJ,	  leading	  to	  the	  interdependence	  that	  defines	  core	  
components	  of	  the	  SJ.	  	  
	  
Septae	  Formation	  and	  Ultrastructure	  
Analysis	  using	  electron	  microscopy	  (EM)	  revealed	  that	  septae	  begin	  to	  form	  
at	  stage	  14,	  where	  they	  are	  broadly	  spaced	  or	  aggregate	  in	  small	  numbers	  (Tepass	  
and	  Hartenstein	  1994).	  Septa	  increase	  in	  density	  until	  they	  form	  a	  continuous	  band,	  
covering	  up	  to	  two-­‐thirds	  of	  the	  lateral	  membrane	  surface	  (Tepass	  and	  Hartenstein	  
1994).	  To	  better	  understand	  SJ	  biogenesis	  and	  the	  role	  of	  individual	  SJ	  proteins,	  EM	  
analysis	  has	  been	  used	  in	  combination	  with	  genetic	  approaches.	  These	  studies	  
indicate	  a	  two-­‐step	  process	  for	  building	  the	  SJ,	  formation	  and	  organization.	  In	  the	  
absence	  of	  Cont,	  Nrg,	  Lac,	  Sinu,	  or	  Mega,	  septa	  form	  but	  appear	  discontinuous	  and	  
fail	  to	  cluster	  at	  the	  region	  of	  the	  SJ.	  In	  the	  absence	  of	  Nrx-­‐IV,	  septa	  fail	  to	  form,	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which	  indicates	  that	  Nrx-­‐IVis	  required	  for	  septa	  formation.	  The	  functional	  integrity	  
of	  the	  SJ	  can	  be	  tested	  by	  injecting	  a	  10kD	  Rhodamine-­‐labeled	  dextran	  dye	  into	  the	  
hemocoel	  of	  stage	  17	  embryos.	  A	  physiologically	  tight	  SJ	  will	  prevent	  the	  passage	  of	  
the	  dye	  into	  the	  lumen	  of	  tissues	  like	  the	  salivary	  gland	  and	  trachea.	  In	  SJ	  mutant	  
animals,	  disrupted	  occluding	  function	  is	  observed	  when	  the	  dextran	  freely	  passes	  
between	  cells,	  filling	  the	  lumen	  with	  dye.	  While	  many	  SJ	  genes	  have	  been	  
characterized,	  there	  is	  limited	  information	  regarding	  changes	  in	  ultrastructure.	  A	  
comprehensive	  analysis	  of	  tissue-­‐specific	  changes	  to	  the	  formation	  and	  organization	  
of	  septae	  will	  allow	  for	  increased	  understanding	  of	  how	  these	  proteins	  work	  
together	  for	  the	  final	  maturation	  of	  the	  SJ.	  
	  
Discussion	  
Our	  understanding	  of	  the	  function	  of	  SJ	  proteins	  has	  focused	  on	  their	  role	  in	  
the	  organization,	  structure,	  and	  function	  of	  the	  occluding	  junction.	  While	  we	  have	  
identified	  a	  variety	  of	  core	  and	  associated	  SJ	  components,	  it	  is	  likely	  that	  there	  are	  
many	  more	  genes	  involved	  in	  the	  SJ	  that	  have	  not	  yet	  been	  identified.	  A	  systematic	  
screen	  to	  identify	  new	  regulators	  of	  SJ	  biogenesis	  and	  maintenance	  could	  provide	  
further	  understanding	  of	  the	  regulation	  of	  SJ	  biogenesis	  within	  the	  larger	  context	  of	  
development.	  Here,	  I	  present	  our	  identification	  of	  a	  novel	  core	  component	  of	  the	  SJ	  
called	  Macroglobulin	  complement	  related	  (Mcr)	  in	  a	  screen	  for	  imaginal	  disc	  
morphogenesis	  (S.	  Hall	  et	  al.	  2014).	  This	  gene	  was	  originally	  identified	  as	  playing	  a	  
role	  in	  innate	  immunity	  (Stroschein-­‐Stevenson	  et	  al.	  2006),	  which	  suggests	  a	  
potential	  connection	  between	  the	  SJ	  and	  immunity	  that	  has	  not	  been	  explored.	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This	  large	  collection	  of	  cell	  adhesion	  molecules	  is	  known	  to	  localize	  along	  the	  
lateral	  membrane	  in	  the	  middle	  of	  embryogenesis	  where	  they	  demonstrate	  mobility.	  
It	  has	  also	  been	  identified,	  that	  SJ	  components	  are	  involved	  in	  vesicle	  trafficking	  that	  
alters	  the	  mobility	  of	  core	  components.	  This	  regulated	  trafficking	  may	  be	  required	  
to	  facilitate	  interactions	  that	  are	  specific	  to	  the	  occluding	  function	  or	  to	  redeploy	  SJ	  
proteins	  within	  the	  cell	  when	  dynamic	  cellular	  and	  tissue-­‐level	  events	  must	  take	  
place	  during	  development	  or	  tissue	  repair.	  A	  subset	  of	  SJ	  components	  was	  shown	  to	  
regulate	  apical-­‐basal	  polarity,	  raising	  an	  interesting	  possibility	  that	  SJ	  proteins	  may	  
function	  as	  subcomplexes	  prior	  to	  their	  incorporation	  in	  the	  occluding	  junction.	  
Further	  exploration	  is	  needed	  to	  understand	  how	  these	  proteins	  interact	  before	  
they	  assemble	  into	  highly	  interdependent	  SJ	  complex.	  	  
The	  idea	  of	  dual	  roles	  for	  SJ	  components	  is	  not	  isolated	  to	  Mcr.	  Laprise	  et	  al.,	  
(2009)	  showed	  that	  a	  collection	  of	  core	  SJ	  proteins,	  Cor,	  Nrx-­‐IV,	  Nrv2,	  and	  Atpα,	  
function	  redundantly	  with	  the	  basolateral	  protein	  Yurt	  to	  regulate	  the	  maintenance	  
of	  apical-­‐basal	  polarity	  during	  organogenesis	  before	  SJs	  have	  formed.	  In	  addition,	  
mutations	  in	  cor	  and	  Nrx-­‐IV	  result	  in	  defective	  dorsal	  closure	  (Ward	  et	  al.	  1998;	  
Baumgartner	  et	  al.	  1996).	  These	  findings	  support	  the	  idea	  that	  SJ	  proteins	  
participate	  in	  processes	  outside	  of	  the	  paracellular	  barrier	  to	  regulate	  cellular	  
mechanisms	  that	  contribute	  to	  morphogenesis.	  Here	  I	  present	  our	  exploration	  of	  
this	  idea,	  using	  a	  collection	  of	  well-­‐characterized	  SJ	  mutant	  lines.	  I	  discuss	  our	  
examination	  of	  these	  mutations	  for	  defects	  in	  head	  involution	  and	  dorsal	  closure.	  
Our	  analysis	  identified	  a	  clear	  requirement	  for	  each	  of	  these	  proteins	  in	  regulating	  
early	  morphogenetic	  events	  before	  a	  SJ	  has	  formed	  suggesting	  this	  is	  not	  simply	  a	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pleiotropic	  effect	  of	  a	  few	  SJ	  genes.	  These	  findings	  open	  the	  field	  to	  a	  new	  area	  of	  
exploration	  to	  understand	  the	  larger	  role	  of	  the	  lateral	  membrane	  during	  
morphogenesis.	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Section	  1.1	  Figures	  
Figure	  1.1
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Figure	  1.1	  Schematic	  diagram	  of	  a	  mature	  epithelim	  A	  mature	  intact	  epithelium	  
has	   distinct	   membrane	   regions	   including:	   apical,	   in	   contact	   with	   a	   unique	  
environment;	  basal,	  maintains	  contact	  with	  the	  interior	  of	  the	  organism;	  and	  lateral	  
(solid	   green	   lines).	   The	   lateral	  membrane	   contains	   specific	   regions	   that	   allow	   for	  
specific	   functions,	   the	  marginal	   zone	   (Double	   black	   bars),	   adherens	   junction	   (red	  
bars),	  and	  the	  SJ	  (blue	  bars).	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Figure	  1.2	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Figure	  1.2	  SJ	  biogenesis	  requires	  endocytosis	  and	  recycling	  for	  maturation	  SJ	  
proteins	   are	   broadly	   localized	   along	   the	   lateral	   membrane	   at	   stage	   12.	   These	  
proteins	   are	   then	   endocytosed	   and	   recycled	   at	   stages	   13	   and	   14.	   The	   SJ	   complex	  
becomes	  fixed	  within	  the	  plane	  of	  the	  membrane	  at	  stage	  15	  allowing	  for	  occluding	  
function.	  Stage	  16	  marks	  the	  final	  maturation	  of	  the	  junction	  where	  mobility	  along	  
the	  lateral	  membrane	  has	  decreased	  and	  the	  SJ	  is	  tight	  and	  functional.	  	   	  
	  

















Macroglobulin	  complement	  related	  (Mcr)	  encodes	  a	  protein	  
required	  for	  septate	  junction	  organization	  and	  paracellular	  barrier	  
function	  in	  Drosophila	  
	  
The	  material	  in	  this	  Chapter	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  Zhang,	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  Protein	  
Required	  for	  Septate	  Junction	  Organization	  and	  Paracellular	  Barrier	  Function	  in	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Section	  2.1	  Abstract	  
Polarized	  epithelia	  play	  critical	  roles	  as	  barriers	  to	  the	  outside	  environment	  
and	  enable	  the	  formation	  of	  specialized	  compartments	  for	  organs	  to	  carry	  out	  
essential	  functions.	  Barrier	  functions	  are	  mediated	  by	  cellular	  junctions	  that	  line	  the	  
lateral	  plasma	  membrane	  between	  cells,	  principally	  tight	  junctions	  in	  vertebrates	  
and	  septate	  junctions	  (SJs)	  in	  invertebrates.	  Over	  the	  last	  two	  decades,	  more	  than	  20	  
genes	  have	  been	  identified	  that	  function	  in	  SJ	  biogenesis	  in	  Drosophila,	  including	  
those	  that	  encode	  core	  structural	  components	  of	  the	  junction	  such	  as	  Neurexin-­‐IV,	  
Coracle,	  and	  several	  claudins,	  as	  well	  as	  proteins	  that	  facilitate	  the	  trafficking	  of	  SJ	  
proteins	  during	  their	  assembly.	  Here	  we	  demonstrate	  for	  the	  first	  time	  that	  
Macroglobulin	  complement	  related	  (Mcr),	  a	  gene	  previously	  implicated	  in	  innate	  
immunity,	  plays	  an	  essential	  role	  during	  embryonic	  development	  in	  SJ	  organization	  
and	  function.	  We	  show	  that	  Mcr	  is	  a	  core	  component	  of	  SJs	  since	  it	  colocalizes	  with	  
other	  SJ	  proteins	  in	  mature	  ectodermally-­‐derived	  epithelial	  cells,	  that	  it	  shows	  
interdependence	  with	  other	  SJ	  proteins	  for	  SJ	  protein	  localization,	  and	  that	  Mcr	  
mutant	  epithelia	  display	  a	  defective	  paracellular	  barrier.	  Tissue-­‐specific	  RNA	  
interference	  and	  clonal	  analysis	  further	  demonstrate	  that	  Mcr	  is	  required	  cell-­‐
autonomously	  for	  SJ	  organization.	  Finally,	  we	  show	  a	  unique	  interdependence	  
between	  Mcr	  and	  Nrg	  for	  SJ	  localization	  that	  suggests	  a	  higher	  order	  organization	  to	  
the	  SJ.	  This	  characterization	  of	  Mcr	  also	  highlights	  the	  functional	  similarity	  between	  
innate	  immunity	  and	  epithelial	  barrier	  junctions	  in	  protecting	  organisms	  by	  
segregating	  self	  from	  non-­‐self.	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Section	  2.2	  Introduction	  
Polarized	  epithelia	  play	  critical	  roles	  as	  barriers	  to	  the	  outside	  world	  and	  in	  
providing	  distinct	  compartments	  for	  organs	  to	  carry	  out	  essential	  metabolic	  
functions	  in	  all	  metazoans.	  These	  functions	  require	  a	  physiologically	  tight	  
epithelium	  to	  provide	  a	  barrier	  to	  the	  flow	  of	  small	  molecules	  between	  the	  apical	  
and	  basal	  sides	  of	  the	  epithelium.	  This	  paracellular	  barrier	  is	  established	  and	  
maintained	  by	  tight	  junctions	  (TJs)	  in	  the	  epithelia	  of	  vertebrate	  organisms,	  and	  by	  
septate	  junctions	  (SJs)	  in	  invertebrate	  organisms.	  TJs	  localize	  along	  the	  lateral	  
membrane	  in	  a	  region	  apical	  to	  the	  adherens	  junction	  and	  are	  characterized	  
ultrastructurally	  as	  a	  series	  of	  anastamosing	  ribbons	  where	  the	  plasma	  membranes	  
of	  adjacent	  cells	  are	  in	  direct	  opposition	  (Farquhar	  and	  Palade	  1963).	  In	  contrast,	  
the	  pleated	  SJs	  found	  in	  invertebrate	  epithelia	  localize	  basal	  to	  the	  adherens	  
junction	  and	  are	  characterized	  by	  uniformly	  spaced	  rows	  of	  electron	  dense	  septa	  
between	  the	  plasma	  membranes	  of	  adjacent	  cells	  (Noirot-­‐Timothee	  et	  al.,	  1978).	  
Despite	  these	  differences	  in	  subcellular	  localization	  and	  ultrastructure,	  the	  
functional	  similarity	  and	  molecular	  conservation	  of	  key	  proteins	  including	  members	  
of	  the	  claudin	  and	  membrane	  associated	  guanylate	  kinase	  (MAGUK)	  families,	  
suggest	  that	  TJ	  and	  SJ	  are	  analogous	  structures.	  	  
The	  localization	  of	  cell	  signaling	  and	  polarity	  proteins	  to	  TJs	  and	  SJs	  also	  
suggests	  that	  these	  barrier	  junctions	  play	  critical	  roles	  in	  organizing	  and	  
orchestrating	  basic	  epithelial	  functions	  during	  development.	  Mutations	  in	  SJ	  genes	  
in	  Drosophila	  strongly	  support	  this	  supposition.	  Disruption	  of	  SJs	  in	  embryonic	  
epithelia	  and	  glia	  nearly	  always	  results	  in	  embryonic	  lethality,	  with	  characteristic	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defects	  in	  epidermal	  cuticle,	  defects	  in	  the	  size	  of	  the	  developing	  trachea	  (S.	  Wang	  et	  
al.	  2006),	  defects	  in	  the	  morphogenetic	  process	  of	  dorsal	  closure	  (Baumgartner	  et	  al.	  
1996;	  Fehon,	  Dawson,	  and	  Artavanis-­‐Tsakonas	  1994;	  Woods,	  Wu,	  and	  Bryant	  1997),	  
and	  embryonic	  paralysis	  due	  to	  a	  disrupted	  blood	  brain	  barrier	  (Baumgartner	  et	  al.	  
1996).	  
Genetic	  studies	  in	  Drosophila	  have	  identified	  more	  than	  twenty	  genes	  that	  
function	  in	  the	  establishment	  or	  maintenance	  of	  SJs.	  The	  core	  constituents	  of	  the	  SJ	  
include	  transmembrane	  proteins	  of	  the	  claudin	  family	  (Behr,	  Riedel,	  and	  Schuh	  
2003;	  Nelson,	  Furuse,	  and	  Beitel	  2010;	  Wu	  et	  al.	  2004),	  Neurexin	  IV	  (Nrx-­‐
IV;Baumgartner	  et	  al.,	  1996),	  Contactin	  (Cont)	  (Faivre-­‐Sarrailh	  et	  al.	  2004),	  Lachesin	  
(Llimargas	  et	  al.	  2004),	  Neuroglian	  (Nrg),	  Gliotactin	  and	  the	  α	  and	  β	  subunits	  of	  the	  
Na+/K+	  ATPase	  (Genova	  and	  Fehon	  2003),	  the	  GPI-­‐linked	  protein	  
Melanotransferrin	  (also	  known	  as	  Transferrin	  2,	  Tsf2)	  (Tiklová	  et	  al.	  2010)and	  the	  
cytoplasmic	  proteins	  Coracle	  (Cor)	  (Fehon,	  Dawson,	  and	  Artavanis-­‐Tsakonas	  1994)	  
and	  Varicose	  (Wu	  et	  al.	  2007).	  A	  second	  group	  of	  proteins	  is	  required	  for	  SJ	  
assembly,	  but	  the	  proteins	  do	  not	  physically	  reside	  in	  the	  junction.	  This	  group	  
includes	  several	  members	  of	  the	  Ly6	  family	  of	  proteins	  (Hijazi	  et	  al.	  2009;	  Nilton	  et	  
al.	  2010),	  as	  well	  as	  proteins	  that	  function	  in	  endocytosis	  and	  recycling	  such	  as	  
Clathrin	  heavy	  chain,	  Dynamin,	  Rab5	  and	  Rab11	  (Tiklová	  et	  al.	  2010).	  	  
The	  biogenesis	  of	  SJs	  is	  a	  multistep	  process	  involving	  the	  synthesis	  and	  
secretion	  of	  membrane	  resident	  SJ	  proteins,	  followed	  by	  endocytosis	  and	  recycling	  
of	  these	  proteins	  to	  the	  apical	  lateral	  plasma	  membrane	  during	  mid	  embryogenesis	  
(Tiklová	  et	  al.	  2010).	  The	  final	  refinement	  of	  the	  SJ	  requires	  that	  each	  member	  of	  the	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core	  complex	  is	  present,	  suggesting	  that	  the	  SJ	  is	  a	  large,	  stable,	  and	  highly	  
crosslinked	  protein	  complex.	  This	  was	  first	  appreciated	  when	  Ward	  et	  al.	  (1998)	  
showed	  that	  Nrx-­‐IV	  and	  Cor	  physically	  interact,	  and	  that	  correct	  localization	  of	  each	  
protein	  to	  the	  SJ	  required	  the	  presence	  of	  the	  other	  protein.	  Other	  studies	  revealed	  
the	  interdependence	  of	  additional	  SJ	  proteins	  in	  the	  establishment	  of	  the	  intact	  
junction	  (for	  example	  Behr	  et	  al.,	  2003;	  Faivre-­‐Sarrailh	  et	  al.,	  2004;	  Genova	  and	  
Fehon,	  2003;	  Paul	  et	  al.,	  2003;	  Tiklova	  et	  al.,	  2010).	  Recent	  experiments	  using	  
Fluorescence	  Recovery	  After	  Photobleaching	  (FRAP)	  revealed	  that	  SJ	  proteins	  are	  
essentially	  fixed	  in	  the	  membrane	  by	  stage	  14	  of	  embryogenesis	  (Laval,	  Bel,	  and	  
Faivre-­‐Sarrailh	  2008;	  Oshima	  and	  Fehon	  2011).	  Mutations	  in	  any	  core	  SJ	  gene	  
increases	  the	  mobility	  of	  other	  SJ	  proteins	  at	  stage	  14,	  further	  demonstrating	  the	  
highly	  stable	  and	  interdependent	  nature	  of	  the	  SJ	  complex.	  Of	  particular	  note,	  
Oshima	  and	  Fehon	  (2011)	  observed	  cells	  at	  stage	  13	  that	  showed	  stable	  SJ	  along	  a	  
membrane	  with	  one	  neighbor,	  but	  dynamic	  SJ	  mobilities	  along	  a	  membrane	  with	  a	  
different	  neighbor,	  suggesting	  that	  stable	  SJs	  require	  interactions	  between	  cells	  and	  
not	  just	  in	  the	  plane	  of	  the	  membrane.	  The	  identity	  of	  the	  protein(s)	  that	  form	  the	  
intercellular	  “glue”	  is	  currently	  unknown.	  
Here	  we	  identify	  a	  role	  for	  Macroglobulin	  complement	  related	  (Mcr)	  during	  SJ	  
biogenesis.	  Mcr	  belongs	  to	  a	  family	  of	  thioester-­‐containing	  proteins	  (TEPs)	  that	  are	  
conserved	  in	  nearly	  all	  multicellular	  organisms,	  and	  primarily	  serve	  functions	  
related	  to	  innate	  immunity	  (Medzhitov	  and	  Janeway	  2002).	  There	  are	  6	  TEPs	  
encoded	  in	  the	  Drosophila	  genome,	  of	  which	  Mcr	  is	  annotated	  as	  TEP6.	  Five	  of	  them,	  
including	  Mcr,	  are	  expressed	  in	  larval	  hemocytes	  (Bou	  Aoun	  et	  al.	  2011),	  suggesting	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a	  role	  in	  innate	  immunity.	  In	  addition,	  Stroschein-­‐Stevenson	  et	  al.	  (2006)	  identified	  
Mcr	  in	  an	  RNAi	  screen	  of	  genes	  required	  for	  the	  phagocytosis	  of	  C.	  albicans.	  Our	  
experiments	  demonstrate	  for	  the	  first	  time	  that	  a	  member	  of	  the	  TEP	  protein	  family	  
plays	  an	  additional	  essential	  developmental	  role	  in	  insects.	  We	  show	  that	  Mcr	  is	  
required	  for	  embryonic	  processes	  that	  require	  intact	  SJs.	  Consistent	  with	  this	  
observation,	  Mcr	  mutant	  epithelial	  tissues	  have	  defective	  SJ	  organization	  and	  
function.	  We	  demonstrate	  that	  Mcr	  is	  a	  core	  structural	  component	  of	  epithelial	  SJs	  
as	  it	  colocalizes	  with	  other	  SJ	  proteins	  in	  ectodermal	  epithelial	  cells,	  and	  its	  
subcellular	  localization	  is	  interdependent	  with	  other	  SJ	  proteins.	  These	  studies	  also	  
highlight	  an	  intriguing	  connection	  between	  epithelial	  barrier	  function	  and	  the	  
innate	  immune	  response	  in	  insects.	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Section	  2.3	  Results	  
Identification	  and	  Characterization	  of	  Macroglobulin	  complement	  related	  
(Mcr)	  mutations	  
We	  recovered	  an	  EMS-­‐induced	  allele	  in	  Macroglobulin	  complement	  related	  
(Mcr)	  from	  a	  genetic	  screen	  of	  mutations	  that	  dominantly	  enhanced	  the	  malformed	  
leg	  phenotype	  associated	  with	  a	  hemizygous	  mutation	  in	  broad	  (br1)	  (originally	  
referred	  to	  as	  E(br)155,	  but	  hereafter	  referred	  to	  as	  Mcr1;	  Ward	  et	  al.,	  2003).	  Mcr	  
encodes	  a	  1760	  amino	  acid	  protein	  with	  α-­‐2-­‐macroglobulin	  and	  LDL	  receptor	  class	  
A	  domains,	  and	  a	  predicted	  C-­‐terminal	  transmembrane	  domain	  (amino	  acids	  1726	  
and	  1745,	  with	  ~90%	  probability	  according	  to	  TMHMM;	  Krogh	  et	  al.	  2001)	  (Fig.	  
1A).	  The	  Mcr1	  allele	  results	  from	  a	  CG	  to	  TA	  transition	  at	  nucleotide	  8,079,766	  of	  
Genbank	  sequence	  AE014134.5,	  generating	  a	  Ser282	  to	  Leu	  substitution	  in	  the	  
conserved	  α-­‐2-­‐macroglobulin	  N-­‐terminal	  domain	  (Fig.	  2.1A).	  We	  obtained	  a	  
molecularly-­‐defined	  deficiency	  (Df(2L)Exel7034)	  that	  uncovers	  the	  Mcr	  locus	  and	  a	  
lethal	  P-­‐element	  insertion	  that	  is	  inserted	  24	  nucleotides	  downstream	  of	  the	  
transcription	  start	  site	  of	  Mcr	  (P{EPgy2}McrEY07421;	  Fig.	  1A).	  We	  generated	  a	  set	  of	  P-­‐
excision	  alleles	  from	  McrEY07421,	  including	  a	  number	  of	  precise	  excisions	  that	  were	  
adult	  viable	  indicating	  that	  there	  are	  no	  second-­‐site	  lethal	  mutations	  on	  the	  
McrEY07421	  chromosome.	  We	  characterized	  one	  of	  the	  imprecise	  excision	  alleles	  
(McrPex9).	  
Lethal	  phase	  and	  phenotypic	  analyses	  revealed	  that	  Mcr	  is	  required	  during	  
embryogenesis.	  All	  mutant	  combinations	  in	  Mcr	  display	  95-­‐100%	  embryonic	  
lethality,	  with	  nearly	  completely	  penetrant	  defects	  in	  ventral	  denticle	  belt	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deposition,	  deposits	  in	  the	  region	  of	  the	  salivary	  glands	  and	  convoluted	  tracheae,	  
and	  lesser	  penetrant	  defects	  in	  dorsal	  closure	  (Fig.	  2.1	  and	  Supplemental	  Table	  2.1).	  
Ubiquitous	  expression	  of	  UAS-­‐Mcr-­‐RNAi	  (via	  Actin-­‐GAL4	  and	  daughterless-­‐GAL4)	  
recapitulated	  all	  of	  the	  mutant	  phenotypes	  associated	  with	  the	  Mcr	  alleles,	  whereas	  
tracheal-­‐specific	  expression	  of	  Mcr-­‐RNAi	  (using	  breathless(btl)-­‐GAL4)	  recapitulated	  
the	  tracheal	  length	  defects	  (Fig.	  2.1E	  and	  data	  not	  shown).	  Taken	  together,	  these	  
results	  indicate	  that	  loss	  of	  Mcr	  is	  responsible	  for	  all	  of	  these	  phenotypes.	  
	  
Mcr	  is	  required	  for	  septate	  junction	  organization	  and	  function	  
As	  the	  suite	  of	  phenotypes	  observed	  in	  Mcr	  mutant	  animals	  is	  commonly	  
found	  with	  mutations	  in	  other	  genes	  that	  function	  in	  the	  SJ	  (Lamb	  et	  al.	  1998;	  
Llimargas	  et	  al.	  2004;	  Paul	  et	  al.	  2003;	  Tiklová	  et	  al.	  2010;	  Wu	  et	  al.	  2004;	  Wu	  et	  al.	  
2007),	  we	  examined	  the	  organization	  and	  function	  of	  SJs	  in	  embryonic	  epithelia	  of	  
Mcr	  mutant	  animals.	  In	  the	  ectodermal	  epithelia	  of	  stage	  16	  wild	  type	  embryos,	  the	  
SJ	  is	  localized	  to	  the	  apical	  part	  of	  the	  lateral	  membrane	  in	  a	  region	  basal	  to	  the	  
adherens	  junction,	  and	  can	  be	  visualized	  by	  the	  localization	  of	  core	  SJ	  proteins	  
including	  Cor	  (Fig.	  2.2A).	  Consistent	  with	  a	  defect	  in	  SJ	  organization,	  Cor	  is	  
mislocalized	  in	  the	  salivary	  glands,	  hindguts	  and	  tracheae	  of	  Mcr	  mutant	  stage	  16	  
animals	  (Figs.	  2C–J,	  and	  data	  not	  shown).	  Interestingly,	  the	  mislocalization	  of	  Cor	  is	  
more	  pronounced	  in	  the	  hindguts	  than	  in	  the	  salivary	  glands,	  and	  Mcr1	  shows	  a	  
stronger	  phenotype	  in	  the	  salivary	  glands	  than	  the	  other	  Mcr	  mutations	  (Figs.	  2.2C–
J).	  The	  correct	  localization	  of	  marginal	  zone	  (Crumbs;	  Figs.	  2.2C,	  G,	  E	  and	  I)	  and	  
adherens	  junction	  (Armadillo	  and	  α-­‐Catenin;	  data	  not	  shown)	  proteins	  in	  Mcr	  
mutant	  embryos	  indicates	  that	  Mcr	  is	  not	  required	  for	  overall	  apical/basal	  polarity.	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In	  order	  to	  test	  the	  barrier	  function	  of	  the	  SJs,	  we	  injected	  a	  10	  kD	  
rhodamine-­‐labeled	  dextran	  into	  the	  hemocoel	  of	  stage	  17	  wild	  type	  and	  Mcr	  mutant	  
embryos	  (Lamb	  et	  al.	  1998).	  In	  wild	  type	  embryos,	  the	  SJs	  are	  physiologically	  tight	  
by	  this	  stage,	  which	  prevents	  the	  infiltration	  of	  the	  labeled	  dextran	  into	  the	  lumen	  of	  
the	  trachea	  (Fig.	  2.2K’).	  In	  stage	  17	  Mcr1	  mutant	  embryos,	  the	  dextran	  freely	  passes	  
between	  tracheal	  cells,	  filling	  the	  lumen	  with	  dye	  (Fig.	  2.2L’).	  Taken	  together,	  these	  
results	  indicate	  that	  Mcr	  is	  required	  to	  establish	  or	  maintain	  a	  physiologically	  tight	  
SJ	  in	  Drosophila	  embryonic	  epithelia.	  	  
	  
Mcr	  is	  expressed	  in	  ectodermal	  epithelia	  and	  localizes	  to	  SJs	  	  
Developmental	  northern	  blot	  analysis	  revealed	  Mcr	  transcripts	  in	  0-­‐2	  hour	  
embryo	  lysates,	  suggesting	  a	  maternal	  contribution	  of	  Mcr.	  Subsequently,	  Mcr	  levels	  
are	  reduced	  in	  2-­‐4	  hour	  embryo	  lysates,	  but	  rise	  and	  peak	  between	  4-­‐12	  hours	  of	  
embryogenesis,	  after	  which	  transcript	  levels	  are	  strongly	  reduced	  (Fig.	  2.3A).	  We	  
generated	  a	  polyclonal	  antibody	  against	  a	  non-­‐conserved	  region	  of	  Mcr	  (indicated	  in	  
Fig.	  2.1A).	  Consistent	  with	  the	  predicted	  molecular	  mass	  of	  203	  kDa,	  we	  observe	  an	  
~	  225	  kDa	  band	  from	  embryonic	  and	  imaginal	  disc	  lysates	  from	  wild	  type	  and	  Mcr1	  
mutant	  animals	  that	  is	  substantially	  reduced	  in	  lysates	  derived	  from	  Mcr	  EY07421,	  
McrPex9	  and	  Df(2L)Exel7034	  late	  embryos	  (Supplemental	  Fig.	  2.1A).	  On	  tissues,	  the	  
antiserum	  recognizes	  a	  protein	  expressed	  in	  wild	  type	  and	  Mcr1	  stage	  16	  embryos	  
that	  is	  strongly	  reduced	  in	  Mcr	  EY07421	  and	  nearly	  absent	  in	  stage	  16	  McrPex9	  and	  
Df(2L)Exel7034	  mutant	  embryos	  (Supplemental	  Figs.	  2.1B-­‐F).	  Taken	  together,	  these	  
results	  indicate	  that	  the	  serum	  is	  specific	  for	  Mcr.	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In	  wild	  type	  embryos,	  Mcr	  protein	  is	  expressed	  in	  ectodermally-­‐derived	  
epithelia	  including	  the	  epidermis,	  salivary	  glands,	  trachea,	  and	  fore-­‐	  and	  hindgut,	  
where	  it	  is	  associated	  with	  the	  plasma	  membrane	  (Figs.	  2.3B–E).	  We	  first	  detect	  
membrane-­‐associated	  Mcr	  in	  some	  stage	  9	  embryos	  (data	  not	  shown),	  with	  strong	  
expression	  apparent	  by	  stage	  11	  (Fig.	  2.3B).	  At	  stage	  13	  Mcr	  is	  broadly	  localized	  
along	  the	  basolateral	  membrane	  (Fig.	  2.3C),	  and	  by	  stage	  14	  is	  enriched	  at	  the	  apical	  
lateral	  membrane	  in	  the	  region	  of	  the	  SJ	  (Fig.	  2.3D).	  In	  stage	  16	  epithelia,	  Mcr	  is	  
refined	  to	  the	  region	  of	  the	  SJ,	  where	  it	  colocalizes	  with	  other	  SJ	  proteins	  including	  
Cor	  (Fig.	  2.3E).	  	  
Mcr	  protein	  is	  also	  strongly	  expressed	  in	  imaginal	  discs	  and	  larval	  hemocytes	  
(Figs.	  2.3F–H,	  and	  data	  not	  shown),	  consistent	  with	  the	  RNA	  expression	  patterns	  
reported	  by	  Bou	  Aoun	  et	  al.	  (2011).	  In	  imaginal	  discs,	  Mcr	  localizes	  along	  the	  apical	  
lateral	  membrane	  in	  disc	  proper	  cells	  and	  in	  the	  peripodial	  epithelium	  (Figs.	  2.3F–
H).	  Although	  the	  majority	  of	  Mcr	  co-­‐localizes	  with	  Cor	  in	  imaginal	  discs,	  we	  note	  that	  
Cor	  extends	  further	  basally	  than	  Mcr	  in	  these	  cells,	  and	  that	  Mcr	  is	  expressed	  in	  an	  
apical	  domain	  independent	  of	  Cor	  (outset	  in	  Fig.	  2.3H).	  This	  apical	  Mcr	  domain	  
appears	  to	  be	  on	  the	  apical	  surface	  since	  it	  does	  not	  colocalize	  with	  adherens	  
junction	  proteins	  including	  α-­‐Catenin	  and	  Armadillo,	  but	  does	  colocalize	  with	  the	  
apical	  plasma	  membrane	  protein	  Uninflatable	  (Supplemental	  Figs.	  2.2A–C).	  In	  
addition,	  when	  we	  incubate	  wing	  imaginal	  discs	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  prior	  to	  
fixation,	  we	  observe	  an	  apical	  localization	  of	  Mcr	  in	  peripodial	  epithelial	  and	  disc	  
proper	  cells,	  indicating	  that	  this	  pool	  of	  Mcr	  is	  expressed	  on	  the	  cell	  surface	  and	  
does	  not	  represent	  an	  endosomal	  compartment	  (Supplemental	  Figs.	  2.2D,	  E).	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In	  the	  ovary,	  Mcr	  is	  expressed	  in	  the	  germarium,	  the	  ovarian	  follicle	  cells	  and	  
in	  germ	  cells.	  In	  the	  germarium,	  Mcr	  shows	  the	  highest	  level	  of	  expression	  in	  region	  
1,	  where	  neither	  Fasciclin	  3	  (Fas3)	  nor	  Cor	  are	  strongly	  expressed	  (Fig.	  2.3I,	  and	  
data	  not	  shown).	  Mcr	  is	  also	  strongly	  expressed	  in	  the	  polar	  follicle	  cells	  where	  it	  
colocalizes	  with	  Fas3	  (Fig.	  2.3I).	  Mcr	  staining	  remains	  strong	  in	  the	  border	  cells	  as	  
they	  migrate	  through	  the	  germ	  cells	  (data	  not	  shown).	  Finally,	  Mcr	  is	  expressed	  at	  
low	  levels	  in	  the	  germ	  cells	  where	  Cor	  and	  Fas	  3	  are	  nearly	  absent.	  
	  
The	  SJ	  localization	  of	  Mcr	  depends	  on	  other	  core	  SJ	  proteins	  
Proteins	  involved	  in	  SJ	  biogenesis	  typically	  display	  an	  interdependence,	  in	  
which	  the	  loss	  of	  any	  SJ	  protein	  results	  in	  the	  mislocalization	  of	  other	  SJ	  proteins.	  
We	  therefore	  examined	  the	  localization	  of	  Mcr	  in	  stage	  16	  embryonic	  hindguts	  and	  
salivary	  glands	  from	  animals	  with	  mutations	  in	  several	  SJ	  genes	  and	  compared	  the	  
localization	  to	  that	  of	  Cor	  as	  a	  readout	  of	  SJ	  organization	  (Fig.	  2.4).	  Mcr	  is	  
mislocalized	  in	  the	  hindguts	  of	  every	  mutation	  we	  examined	  (Contex956,	  cor4,	  
crokKG06053,	  kunec309,	  nrv2ZCL1649,	  Nrx-­‐IV4304,	  pckG0012,	  sinunwu7,	  and	  TsfKG01571;	  Figs.	  
2.4B–E,	  and	  data	  not	  shown).	  In	  general	  the	  mislocalization	  of	  Mcr	  is	  coincident	  with	  
a	  mislocalization	  of	  Cor.	  One	  notable	  exception	  is	  in	  TsfKG01571	  mutant	  embryos,	  in	  
which	  Mcr	  is	  not	  only	  mislocalized	  along	  the	  basolateral	  domain,	  but	  is	  also	  strongly	  
enriched	  on	  the	  apical	  membrane,	  whereas	  Cor	  is	  only	  mislocalized	  along	  the	  
basolateral	  domain	  (Fig.	  2.4E).	  We	  occasionally	  noticed	  situations	  in	  which	  although	  
both	  proteins	  were	  mislocalized	  along	  the	  lateral	  membrane,	  Mcr	  appeared	  to	  be	  
more	  enriched	  in	  the	  region	  of	  the	  SJ	  than	  Cor	  (for	  example	  in	  Fig.	  2.4D,	  the	  apical	  
lateral	  membrane	  in	  Crok	  mutant	  hindguts	  is	  red	  biased	  in	  the	  2-­‐color	  image,	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whereas	  the	  basal	  lateral	  membrane	  is	  green	  biased).	  Mcr	  and	  Cor	  are	  also	  similarly	  
mislocalized	  in	  the	  salivary	  glands	  of	  all	  these	  mutant	  animals,	  however	  the	  degree	  
of	  mislocalization	  is	  often	  less	  extreme	  than	  in	  hindguts.	  For	  example,	  both	  Mcr	  and	  
Cor	  are	  primarily	  mislocalized	  along	  the	  lateral	  membrane	  in	  sinunwu7	  mutant	  
salivary	  glands,	  with	  some	  residual	  enrichment	  of	  both	  proteins	  in	  the	  region	  of	  the	  
SJ	  (Fig.	  2.3F),	  whereas	  Mcr	  and	  Cor	  show	  mostly	  correct	  localization	  in	  the	  salivary	  
glands	  of	  crokKG06053	  mutant	  embryos,	  with	  only	  a	  slight	  degree	  of	  lateral	  
mislocalization	  (Fig.	  2.4G),	  even	  as	  both	  proteins	  are	  more	  severely	  mislocalized	  in	  
the	  hindguts	  of	  these	  animals	  (Fig.	  2.4D,	  and	  data	  not	  shown).	  
We	  next	  performed	  fluorescence	  recovery	  after	  photobleaching	  (FRAP)	  
analysis	  to	  examine	  the	  mobility	  of	  the	  core	  SJ	  protein	  Nrx-­‐IV	  (as	  Nrx-­‐IV-­‐GFP)	  in	  the	  
epidermis	  of	  stage	  15	  McrEY07421	  mutant	  animals.	  Oshima	  and	  Fehon	  (2011)	  
observed	  that	  core	  SJ	  proteins	  (including	  Nrx-­‐IV)	  display	  extremely	  slow	  recovery	  
kinetics	  when	  photobleached	  in	  the	  epidermis	  of	  wild	  type	  embryos,	  but	  show	  
vastly	  increased	  mobility	  in	  the	  epidermis	  of	  embryos	  homozygous	  for	  most	  SJ	  
mutations.	  As	  shown	  previously	  for	  other	  genes	  encoding	  core	  SJ	  components	  
(Oshima	  and	  Fehon	  2011),	  stage	  15	  McrEY07421	  mutant	  embryos	  displayed	  rapid	  
recovery	  of	  Nrx-­‐IV-­‐GFP	  after	  photobleaching	  in	  the	  epidermis	  (Fig.	  2.4H;	  compare	  to	  
Fig.	  2.7C	  in	  Oshima	  and	  Fehon,	  2011).	  Given	  the	  strong	  localization	  of	  Mcr	  at	  SJs	  in	  
wild	  type	  tissues,	  the	  mislocalization	  of	  Mcr	  in	  animals	  with	  mutations	  in	  other	  SJ	  
genes	  and	  the	  effect	  of	  Mcr	  loss	  on	  Nrx-­‐IV	  mobility,	  we	  conclude	  that	  Mcr	  is	  a	  core	  
component	  of	  epithelial	  SJs.	  	  
	  
Mcr	  is	  required	  cell	  autonomously	  for	  SJ	  structure	  and	  function	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Given	  the	  precedent	  of	  Boudin	  as	  a	  SJ	  protein	  that	  functions	  non	  cell-­‐
autonomously	  (Hijazi	  et	  al.	  2009),	  and	  the	  observation	  that	  Mcr	  is	  secreted	  from	  S2	  
cells	  (Stroschein-­‐Stevenson	  et	  al.	  2006),	  we	  sought	  to	  determine	  whether	  Mcr	  is	  
required	  cell	  autonomously	  for	  SJ	  organization	  by	  using	  tissue-­‐specific	  RNA	  
interference	  (RNAi)	  and	  clonal	  analysis.	  We	  expressed	  Mcr-­‐RNAi	  in	  posterior	  cells	  in	  
each	  segment	  of	  the	  embryonic	  epidermis	  using	  engrailed(en)-­‐GAL4	  and	  examined	  
stage	  16	  embryos	  for	  Mcr,	  Cor	  and	  En	  expression	  by	  confocal	  microscopy	  (Figs.	  
2.5A,	  B	  and	  Supplemental	  Fig.	  2.3A).	  Mcr	  protein	  was	  strongly	  reduced	  specifically	  
in	  the	  En+	  cells	  (Supplemental	  Fig.	  2.3),	  whereas	  Cor	  was	  expressed	  at	  wild	  type	  
levels.	  Confocal	  z-­‐sectioning	  revealed	  that	  Cor	  extended	  more	  basally	  along	  the	  
lateral	  membranes	  in	  Mcr-­‐RNAi	  cells	  and	  was	  less	  enriched	  apically	  (Fig.	  2.5C),	  
suggesting	  a	  disruption	  of	  SJ	  organization	  in	  these	  cells.	  We	  next	  expressed	  Mcr-­‐
RNAi	  in	  the	  dorsal	  compartment	  of	  the	  wing	  imaginal	  disc	  using	  apterous(ap)-­‐GAL4.	  
Consistent	  with	  the	  previous	  result,	  Mcr	  protein	  is	  strongly	  reduced	  specifically	  in	  
the	  cells	  expressing	  Mcr-­‐RNAi	  (Supplemental	  Fig.	  2.3B),	  whereas	  Cor	  is	  expressed	  at	  
normal	  levels	  and	  is	  not	  enriched	  in	  the	  region	  of	  the	  SJ	  (Fig.	  2.5D).	  To	  examine	  the	  
SJ	  functionally	  we	  injected	  10	  kDa	  rhodamine-­‐dextran	  into	  the	  hemocoel	  of	  late	  3rd	  
instar	  w1118	  and	  ap>Mcr-­‐RNAi	  animals	  and	  examined	  the	  wing	  imaginal	  discs	  for	  the	  
presence	  of	  labeled	  dextran.	  We	  did	  not	  observe	  labeled	  dextran	  in	  the	  lumen	  
between	  the	  disc	  proper	  cells	  and	  the	  peripodial	  epithelium	  in	  the	  wild	  type	  discs,	  
but	  the	  ap>Mcr-­‐RNAi	  discs	  rapidly	  filled	  with	  dye,	  indicating	  a	  functional	  disruption	  
of	  the	  SJ	  in	  these	  cells	  (Supplemental	  Fig.	  2.3).	  The	  residual	  Mcr	  protein	  found	  in	  the	  
Mcr-­‐RNAi	  cells	  is	  not	  uniformly	  localized	  around	  the	  cell,	  but	  is	  instead	  enriched	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along	  the	  border	  between	  a	  cell	  and	  one	  or	  two	  of	  its	  neighbors	  (Fig.	  2.5D).	  These	  
persistent	  Mcr-­‐containing	  clusters	  are	  also	  enriched	  apically	  in	  the	  cell,	  typically	  in	  a	  
region	  that	  would	  correspond	  to	  the	  SJ	  (Fig.	  2.5E).	  To	  complement	  these	  studies,	  we	  
generated	  McrEY07421	  mitotic	  clones	  in	  late	  third	  instar	  wing	  imaginal	  discs	  and	  
examined	  Cor	  localization	  by	  confocal	  z-­‐series	  to	  assess	  SJ	  organization.	  Again	  we	  
observed	  that	  Cor	  was	  no	  longer	  apically	  enriched	  along	  the	  lateral	  membrane	  in	  the	  
homozygous	  mutant	  tissues,	  but	  instead	  was	  evenly	  distributed	  along	  the	  lateral	  
membrane	  (Fig.	  2.5F).	  Taken	  together,	  these	  results	  indicate	  that	  Mcr	  is	  required	  
cell	  autonomously	  for	  SJ	  organization.	  	  
	  
Mcr	  requires	  Nrg	  for	  maintenance	  at	  the	  SJ	  	  
While	  conducting	  experiments	  to	  examine	  Mcr	  and	  Cor	  localization	  in	  
imaginal	  discs	  expressing	  SJ-­‐RNAi	  transgenes	  in	  the	  dorsal	  wing	  compartment,	  we	  
noticed	  that	  UAS-­‐Dcr-­‐2;ap>Nrg-­‐RNAi	  had	  a	  nearly	  identical	  phenotype	  to	  that	  
observed	  in	  UAS-­‐Dcr-­‐2;ap>Mcr-­‐RNAi	  (Figs.	  2.6A–C;	  compare	  to	  Figs.	  2.5C–E).	  
Specifically,	  Mcr	  is	  strongly	  reduced	  and	  Cor	  loses	  its	  apical	  enrichment	  in	  dorsal	  
cells	  expressing	  Nrg-­‐RNAi.	  Interestingly,	  the	  loss	  of	  Mcr	  in	  Nrg-­‐RNAi	  cells	  included	  
both	  the	  SJ-­‐associated	  Mcr	  as	  well	  as	  that	  expressed	  on	  the	  apical	  plasma	  membrane	  
(Fig.	  2.6C).	  The	  Mcr	  protein	  that	  was	  expressed	  in	  these	  cells	  aligned	  with	  
membranes	  at	  the	  boundary	  of	  neighboring	  cells	  and	  was	  apically	  enriched,	  similar	  
to	  that	  seen	  in	  Mcr-­‐RNAi	  cells.	  To	  extend	  these	  observations,	  we	  examined	  Mcr	  
localization	  in	  embryos	  mutant	  for	  a	  strong	  loss	  of	  function	  allele	  of	  Nrg	  (Nrg17).	  In	  
stage	  16	  Nrg17	  embryos,	  we	  observed	  essentially	  no	  Mcr	  in	  any	  ectodermal	  epithelia	  
cell	  (Fig.	  2.6D).	  Examining	  earlier	  Nrg	  mutant	  embryos	  revealed	  that	  Mcr	  was	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expressed	  and	  appeared	  to	  show	  some	  membrane	  localization	  at	  stage	  11	  (Fig.	  
2.6E),	  but	  by	  stage	  15	  had	  largely	  disappeared	  from	  the	  lateral	  membrane	  and	  was	  
mainly	  enriched	  on	  the	  apical	  surface	  (Fig.	  2.6F).
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Section	  2.4	  Discussion	  
In	  this	  report	  we	  have	  identified	  an	  essential	  developmental	  role	  for	  
Macroglobulin	  complement	  related	  (Mcr)	  for	  the	  establishment	  and/or	  maintenance	  
of	  epithelial	  septate	  junctions.	  From	  these	  studies	  we	  conclude	  that	  Mcr	  is	  a	  core	  
structural	  component	  of	  the	  junction,	  and	  that	  it	  is	  required	  cell	  autonomously	  for	  SJ	  
organization.	  Since	  Mcr	  is	  expressed	  in	  larval	  hemocytes	  and	  has	  been	  implicated	  in	  
innate	  immunity,	  we	  also	  comment	  on	  a	  connection	  between	  SJ	  biogenesis	  and	  
innate	  immunity.	  
	  
Mcr	  in	  SJ	  organization	  
Five	  pieces	  of	  evidence	  indicate	  that	  Mcr	  is	  a	  core	  component	  of	  epithelial	  SJs.	  
First,	  Mcr	  localizes	  to	  the	  SJ	  in	  embryonic	  and	  imaginal	  epithelia,	  where	  its	  pattern	  
of	  localization	  during	  embryonic	  development	  mirrors	  that	  of	  other	  core	  SJ	  proteins	  
(Fig.	  2.3).	  Second,	  loss	  of	  function	  mutations	  in	  Mcr	  (including	  RNAi)	  disrupt	  the	  
organization	  of	  SJs	  as	  demonstrated	  by	  the	  mislocalization	  of	  other	  core	  SJ	  proteins	  
(Fig.	  2.2).	  Third,	  Mcr	  mutant	  animals	  fail	  to	  establish	  an	  effective	  paracellular	  
barrier	  in	  embryonic	  tracheae	  (Fig.	  2.2).	  Fourth,	  loss	  of	  function	  mutations	  in	  other	  
core	  SJ	  genes	  results	  in	  the	  mislocalization	  of	  Mcr	  coincident	  with	  Cor	  (Fig.	  2.4).	  
Finally,	  FRAP	  analysis	  indicated	  that	  the	  mobility	  of	  the	  core	  SJ	  protein	  Nrx-­‐IV	  in	  
McrEY07421	  mutant	  epidermal	  cells	  is	  similar	  to	  that	  observed	  in	  mutations	  in	  other	  
core	  SJ	  genes	  (Fig.	  2.4).	  	  
Since	  Mcr	  has	  been	  shown	  to	  be	  secreted	  from	  S2	  cells	  (Stroschein-­‐Stevenson	  
et	  al.	  2006),	  we	  wondered	  if	  Mcr	  may	  be	  secreted	  from	  epithelial	  cells	  and	  thus	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serve	  a	  non	  cell-­‐autonomous	  role	  in	  SJ	  organization.	  We	  therefore	  examined	  SJ	  
organization	  in	  embryonic	  and	  imaginal	  epithelia	  in	  which	  we	  could	  experimentally	  
create	  a	  sharp	  boundary	  of	  Mcr	  expressing	  and	  non-­‐expressing	  cells.	  Using	  both	  
RNA	  interference	  and	  clonal	  analysis,	  we	  observed	  that	  Cor	  was	  mislocalized	  in	  all	  
Mcr	  mutant	  cells	  (Fig.	  2.5),	  indicating	  a	  cell-­‐autonomous	  role	  for	  Mcr	  in	  SJ	  
organization.	  At	  the	  dorsal-­‐ventral	  boundary	  we	  noted	  that	  Mcr	  expression	  was	  
substantially	  reduced	  in	  many	  wild	  type	  cells	  just	  at	  the	  membrane	  in	  contact	  with	  
Mcr-­‐RNAi	  cells	  (Fig.	  2.5),	  suggesting	  that	  the	  disrupted	  SJ	  in	  the	  Mcr-­‐RNAi	  cells	  had	  a	  
non-­‐cell	  autonomous	  effect	  on	  the	  wild	  type	  cells.	  A	  similar	  observation	  was	  made	  
by	  Genova	  and	  Fehon	  (2003),	  who	  noticed	  that	  Nrx-­‐IV	  is	  strongly	  reduced	  in	  wild	  
type	  cells	  at	  the	  membrane	  in	  contact	  with	  cor5	  mutant	  cells	  in	  wing	  imaginal	  disc	  
clones.	  	  
Mcr	  was	  not	  completely	  absent	  from	  cells	  expressing	  Mcr-­‐RNAi.	  Rather,	  the	  
majority	  of	  residual	  Mcr	  accumulated	  at	  high	  levels	  along	  distinct	  cell-­‐cell	  contacts,	  
and	  maintained	  an	  apical	  enrichment	  in	  a	  region	  that	  would	  correlate	  with	  the	  SJ	  
(Fig.	  2.5),	  raising	  the	  possibility	  of	  a	  residual	  SJ	  complex	  or	  subcomplex	  at	  these	  
membranes.	  This	  may	  not	  be	  surprising	  in	  light	  of	  FRAP	  analyses	  in	  imaginal	  discs	  
showing	  that	  SJ	  complexes	  persist	  even	  in	  cells	  undergoing	  mitosis	  (Oshima	  and	  
Fehon	  2011),	  and	  so	  it	  may	  take	  considerable	  time	  for	  an	  established	  junction	  to	  
completely	  disintegrate.	  Alternatively,	  Mcr	  may	  play	  a	  role	  in	  the	  initial	  
establishment	  of	  SJ	  and	  the	  residual	  Mcr	  found	  in	  these	  cells	  (likely	  via	  incomplete	  
RNA	  interference)	  may	  represent	  an	  attempt	  to	  organize	  the	  remaining	  SJ	  proteins	  
into	  a	  junction.	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The	  results	  presented	  here	  also	  highlight	  a	  unique	  interdependence	  between	  
Mcr	  and	  Nrg	  for	  proper	  SJ	  localization	  of	  each	  other.	  Mcr	  is	  localized	  both	  at	  the	  SJ	  
and	  on	  the	  apical	  membrane	  (Supplemental	  Fig.	  2.2),	  and	  mutations	  in	  Nrg	  alter	  the	  
relative	  distribution	  of	  Mcr	  to	  these	  locations.	  Specifically,	  Mcr	  can	  be	  found	  at	  the	  
lateral	  membrane	  in	  stage	  11	  Nrg	  mutant	  embryos,	  but	  is	  predominantly	  apical	  
localized	  in	  the	  epithelia	  of	  animals	  through	  stage	  15,	  after	  which	  it	  largely	  
disappears	  (Fig.	  2.6).	  Nrg	  is	  also	  expressed	  on	  both	  the	  apical	  plasma	  membrane	  and	  
the	  SJ	  (as	  indicated	  by	  the	  GFP	  protein	  trap	  line	  NrgG00305,	  S.	  Hall	  and	  R.	  Ward,	  
unpublished).	  Bätz	  et	  al.	  (submitted)	  observed	  a	  similar	  alteration	  of	  Nrg	  
distribution	  in	  Mcr	  mutant	  animals,	  in	  which	  Nrg	  is	  predominately	  at	  the	  apical	  
domain	  at	  the	  expense	  of	  its	  SJ	  localization.	  We	  also	  noted	  that	  Mcr	  was	  enriched	  
apically	  in	  Tsf2	  mutant	  embryos,	  whereas	  Cor	  was	  only	  mislocalized	  along	  the	  
lateral	  domain	  (Fig.	  2.4),	  and	  have	  recently	  observed	  that	  Nrg	  is	  also	  apically	  
enriched	  in	  Tsf2	  mutant	  embryos	  (S.	  Hall	  and	  R.	  Ward,	  unpublished),	  raising	  the	  
possibility	  that	  Mcr,	  Nrg	  and	  Tsf	  may	  all	  work	  together	  to	  ensure	  proper	  localization	  
of	  Mcr	  and	  Nrg.	  Further	  experiments	  are	  necessary	  to	  understand	  how	  these	  genes	  
interact	  to	  ensure	  correct	  distribution	  of	  each	  protein	  to	  the	  SJ.	  	  
These	  studies	  also	  indicate	  that	  the	  SJ	  may	  not	  be	  as	  monolithic	  as	  previously	  
thought	  with	  every	  protein	  completely	  dependent	  upon	  each	  other	  for	  proper	  
localization.	  Rather,	  the	  SJ	  may	  be	  composed	  of	  subcomplexes	  that	  may	  show	  
remarkable	  interdependence	  among	  their	  members,	  but	  less	  dependence	  on	  other	  
subcomplex	  members.	  In	  this	  regard	  we	  noted	  situations	  in	  which	  Cor	  was	  more	  
strongly	  mislocalized	  than	  Mcr	  (Fig.	  2.4)	  indicating	  that	  they	  may	  be	  in	  distinct	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subcomplexes.	  Similar	  suggestions	  about	  the	  organization	  of	  SJ	  have	  been	  made	  in	  
the	  past	  (Nelson,	  Furuse,	  and	  Beitel	  2010).	  	  
Mature	  SJs	  are	  composed	  of	  more	  than	  a	  dozen	  membrane	  and	  cytoplasmic	  
proteins	  that	  appear	  to	  form	  a	  highly	  stable	  and	  crosslinked	  structure	  in	  the	  plane	  of	  
membrane.	  FRAP	  analyses	  by	  Oshima	  and	  Fehon	  (2011)	  indicated	  that	  stable	  SJs	  
require	  interactions	  between	  cells	  and	  not	  only	  within	  the	  plane	  of	  the	  membrane.	  
The	  nature	  of	  the	  extracellular	  “glue”	  that	  holds	  SJ	  complexes	  together	  between	  cells	  
is	  unknown.	  We	  propose	  that	  Mcr	  may	  function	  to	  organize	  the	  extracellular	  
components	  in	  the	  SJ,	  potentially	  even	  as	  this	  intercellular	  “glue”.	  Four	  lines	  of	  
evidence	  motivate	  this	  speculation.	  First,	  the	  potential	  cytoplasmic	  domain	  of	  Mcr	  is	  
only	  15	  amino	  acids	  and	  has	  no	  conserved	  protein	  motifs,	  reducing	  the	  possibility	  
that	  it	  interacts	  with	  other	  core	  SJ	  proteins.	  Second,	  the	  plasma	  membrane	  in	  wild	  
type	  cells	  at	  the	  boundary	  between	  Mcr	  expressing	  and	  non-­‐expressing	  cells	  often	  
has	  substantially	  reduced	  Mcr	  expression	  (Fig.	  2.5).	  Third,	  we	  noticed	  strong	  
residual	  Mcr	  protein	  expression	  in	  Mcr-­‐RNAi	  cells	  at	  the	  boundary	  between	  two	  cells	  
(Fig.	  2.5),	  raising	  the	  possibility	  that	  some	  form	  of	  intact	  SJ	  complex	  or	  subcomplex	  
has	  been	  retained	  at	  this	  cell-­‐cell	  contact.	  Finally,	  biochemical	  analysis	  indicates	  that	  
α-­‐2-­‐macroglobulin	  proteins	  can	  form	  homodimers	  and	  homotetrameres.	  In	  
vertebrate	  and	  some	  invertebrate	  organisms,	  α-­‐2-­‐macroglobulins	  exist	  as	  a	  
homotetramer	  consisting	  of	  two	  noncovalently	  attached	  cysteine-­‐bridged	  
homodimers	  (Bender	  and	  Bayne	  1996;	  Sottrup-­‐Jensen	  et	  al.	  1989),	  while	  in	  many	  
invertebrates	  the	  serum	  soluble	  form	  is	  a	  homodimer	  (Quigley	  and	  Armstrong,	  
1994).	  Interestingly,	  Mcr1	  encodes	  a	  full-­‐length	  protein	  that	  is	  membrane	  associated,	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but	  is	  defective	  in	  SJ	  organization.	  Mcr1	  produces	  a	  Ser282	  to	  Leu	  substitution	  in	  the	  
α-­‐2-­‐macroglobulin	  N-­‐terminal	  domain.	  Ser282	  is	  highly	  conserved	  in	  all	  insect	  
species,	  even	  as	  adjacent	  amino	  acids	  are	  divergent.	  There	  are	  four	  positively	  
charged	  amino	  acids	  within	  10	  residues	  on	  either	  side	  of	  Ser282.	  It	  is	  possible	  that	  
ionic	  interactions	  between	  the	  A2M_N	  domains	  of	  Mcr	  proteins	  linked	  to	  opposing	  
cells	  may	  facilitate	  the	  adhesion	  of	  SJ	  complexes	  between	  cells.	  Additional	  
experiment	  will	  be	  necessary	  to	  test	  this	  idea.	  
	  
Mcr	  in	  innate	  immunity	  
Protein	  sequence	  analysis	  places	  Mcr	  in	  the	  thioester-­‐containing	  protein	  
(TEPs)	  family.	  In	  vertebrates,	  TEPs	  include	  complement	  proteins	  that	  serve	  innate	  
immune	  functions	  (Medzhitov	  and	  Janeway	  2002)	  as	  well	  as	  α-­‐macroglobulins,	  
which	  function	  as	  broad	  range	  protease	  inhibitors	  (Armstrong	  and	  Quigley	  1999).	  
There	  are	  6	  TEPs	  encoded	  in	  the	  Drosophila	  genome,	  five	  of	  which	  (including	  Mcr)	  
are	  expressed	  in	  larval	  hemocytes	  (Bou	  Aoun	  et	  al.	  2011),	  suggesting	  a	  role	  in	  innate	  
immunity.	  We	  confirmed	  that	  Mcr	  is	  expressed	  in	  larval	  hemocytoes	  (S.	  Hall	  and	  R.	  
Ward,	  unpublished).	  The	  thioester	  motif	  conserved	  in	  nearly	  all	  TEPs	  is	  a	  four	  amino	  
acid	  sequence	  (CGEQ)	  that	  can	  form	  a	  covalent	  attachment	  to	  microbes.	  Curiously,	  
Mcr	  contains	  a	  serine	  in	  place	  of	  the	  cysteine	  in	  the	  conserved	  thioester	  motif	  
suggesting	  a	  novel	  function	  for	  Mcr.	  Nevertheless,	  using	  an	  S2	  cell	  assay	  with	  GFP-­‐
labeled	  Candida	  albicans,	  Stroscheim-­‐Stevenson	  et	  al.	  (2006)	  identified	  Mcr	  in	  an	  
RNAi	  screen	  of	  genes	  required	  for	  the	  phagocytosis	  of	  C.	  albicans.	  The	  authors	  also	  
demonstrated	  that	  Mcr	  is	  secreted	  from	  S2	  cells	  (which	  have	  a	  hemocyte	  origin).	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Recently,	  Mudiganti	  et	  al.	  (2010)	  conducted	  a	  genome-­‐wide	  expression	  analysis	  on	  
S2	  cells	  infected	  with	  the	  alphavirus	  Sindbis	  and	  found	  that	  both	  TEP	  II	  and	  Mcr	  
were	  significantly	  upregulated	  five	  days	  post	  infection.	  Together,	  these	  observations	  
suggest	  a	  role	  for	  Mcr	  in	  innate	  immunity.	  Perhaps	  Mcr	  expressed	  in	  hemocytes	  
plays	  a	  primary	  role	  in	  the	  surveillance	  of	  pathogens	  in	  the	  hemocoel,	  which	  is	  in	  
contact	  with	  the	  basal	  surfaces	  of	  all	  ectodermal	  epithelia,	  whereas	  Mcr	  expressed	  
on	  the	  apical	  plasma	  membrane	  of	  ecdotermal	  cells	  can	  provide	  a	  similar	  function	  in	  
those	  compartments	  in	  direct	  contact	  to	  the	  outside	  world.	  
The	  encapsulation	  response	  of	  larval	  hemocytes	  suggests	  another	  connection	  
between	  Mcr	  and	  innate	  immunity.	  Larval	  hemocytes	  are	  remarkably	  versatile	  cells	  
in	   the	   innate	   immune	   response	   (reviewed	   in	   Williams,	   2007).	   They	   circulate	  
through	   the	  hemolymph,	   recognizing	   and	   engulfing	   invading	  microorganisms,	   and	  
secrete	  anti-­‐microbial	  peptides	  to	  further	  protect	  the	  animal.	  When	  they	  encounter	  
a	  foreign	  invader	  that	  is	  too	  large	  to	  engulf,	   for	  example	  a	  parasitic	  wasp	  egg,	  they	  
initiate	   an	   encapsulation	  program	   to	  protect	   the	   larva.	  Encapsulation	   involves	   the	  
coordinated	   assembly	   of	   adherent	   hemocytes	   into	   a	   polarized	   epithelium	   around	  
the	   invading	   organism,	   followed	   by	   degranulation	   of	   crystal	   cells	   into	   the	  
encapsulated	   compartment	   (Russo	   et	   al.,	   1996).	   The	   encapsulation	   epithelium	  
expresses	  SJ	  proteins	  including	  Nrg	  and	  Cor	  (Williams,	  2009;	  Williams	  et	  al.,	  2005),	  
and	   has	   ultrastructural	   characteristics	   of	   a	   fully	   formed	   SJ	   (Russo	   et	   al.,	   1996).	  
Although	  it	  has	  not	  been	  demonstrated	  to	  be	  physiologically	  tight,	  the	  ultrastructure	  
strongly	   suggest	   that	   it	   provides	   a	   paracellular	   barrier	   to	   the	   epithelium,	  
presumably	   to	   protect	   the	   larval	   internal	   organs	   from	   collateral	   damage	   from	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destructive	  agents	  secreted	  onto	  the	  invading	  organism.	  Thus	  larval	  hemocytes	  can	  
be	   thought	   of	   as	   “pro-­‐epithelial”	   cells,	   capable	   of	   a	   mesenchymal	   to	   epithelial	  
transition.	  Ultimately	   this	  pro-­‐epithelial	   function	  of	  hemocytes	   is	  similar	   to	   that	  of	  
the	  ectodermally	  derived	  epithelia	  of	  the	  embryo	  (all	  of	  which	  are	  all	  in	  contact	  with	  
the	  outside	  world)	  in	  physiologically	  partitioning	  self	  from	  non-­‐self,	  highlighting	  an	  
interesting	   evolutionary	   connection	   between	   epithelial	   biology	   and	   innate	  
immunity.	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Section	  2.5	  Materials	  and	  Methods	  
Drosophila	  strains	  	  
Mcr1	  is	  an	  EMS	  induced	  mutation	  on	  the	  E(br)155	  chromosome	  reported	  in	  
(Ward	  et	  al.,	  2003).	  We	  recombined	  PBac{PB}CG43322c06748	  onto	  the	  Mcr1	  
chromosome	  in	  order	  to	  remove	  the	  linked	  uif1	  allele	  (Zhang	  and	  Ward,	  2009).	  
P{EPgy2}EY07421	  (hereafter	  Mcr	  EY07421)	  was	  obtained	  from	  the	  Bloomington	  
Drosophila	  Stock	  Center	  (Bloomington,	  IN).	  The	  P	  element	  in	  Mcr	  EY07421	  was	  
mobilized	  by	  crossing	  to	  TM3,	  ry	  Sb	  Ser	  Δ2-­‐3/Df(3R)C7,	  ry	  and	  precise	  and	  imprecise	  
excisions	  were	  obtained	  and	  balanced	  over	  CyO,	  P{w+,	  Dfd-­‐EYFP}	  (Le	  et	  al.,	  2006).	  
One	  imprecise	  excision,	  McrPex9,	  was	  used	  for	  subsequent	  lethal	  phase	  and	  
phenotypic	  analyses.	  UAS-­‐Mcr-­‐RNAi	  (v100197)	  and	  UAS-­‐Nrg-­‐RNAi	  (v107991)	  
strains	  were	  obtained	  from	  the	  Vienna	  Drosophila	  RNAi	  Center	  (VDRC,	  Vienna,	  
Austria;	  Dietzl	  et	  al.,	  2007).	  Df(2L)Exel7034,	  breathless(btl)-­‐Gal4,	  apterous(ap)-­‐Gal4,	  
daughterless(da)-­‐Gal4,	  engrailed(en)-­‐Gal4,	  actin(act)-­‐Gal4,	  UAS-­‐Dcr-­‐2	  (on	  the	  X	  
chromosome),	  crokKG6053,	  kunec309,	  Nrg17,	  Nrx-­‐IV4304,	  nrv2ZCL1649,	  pckG0012,	  sinunwu7,	  and	  
TsfKG01571	  were	  obtained	  from	  the	  Bloomington	  Drosophila	  Stock	  Center.	  Contex956	  
was	  obtained	  from	  M.	  Bhat	  (University	  of	  North	  Carolina,	  Chapel	  Hill,	  North	  
Carolina).	  Mcr1,	  McrEY07421,	  McrPex9,	  nrv2ZCL1649,	  actin-­‐Gal4,	  ap-­‐Gal4,	  btl-­‐Gal4,	  en-­‐GAL4	  
and	  Df(2L)Exel7034	  were	  balanced	  with	  CyO,	  P{w+,	  Dfd-­‐EYFP}	  and	  Nrx-­‐IV4304	  was	  
balanced	  with	  TM6B,	  P{w+,	  Dfd-­‐EYFP}	  to	  allow	  for	  unambiguous	  identification	  of	  
embryos.	  Tsf,	  crok,	  kune,	  pck,	  and	  sinu	  mutant	  embryos	  were	  identified	  by	  
convoluted	  tracheae	  and	  mislocalization	  of	  Cor	  in	  hindguts.	  Nrg17	  was	  identified	  by	  
absence	  of	  immunostaining	  by	  Nrg	  specific	  antibodies.	  All	  Drosophila	  stocks	  were	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maintained	  on	  media	  consisting	  of	  corn	  meal,	  sugar,	  yeast,	  and	  agar	  in	  incubators	  
maintained	  at	  a	  constant	  temperature	  of	  21°C	  or	  in	  a	  room	  that	  typically	  fluctuated	  
between	  21°C	  and	  22.5°C.	  Genetic	  experiments	  were	  conducted	  in	  incubators	  
controlled	  at	  a	  constant	  temperature	  of	  25ºC.	  
	  
Phenotypic	  analyses	  	  
Non-­‐hatched	   embryos	   from	   the	   lethal	   phase	   analyses	   were	   mounted	   on	  
microscopes	  in	  Hoyer’s	  medium.	  Photomicrographs	  of	  the	  cuticle	  preparations	  were	  
collected	   on	   a	   Nikon	   Eclipse	   80i	   compound	   microscope	   equipped	   with	   a	  
Photometrics	  CoolSNAP	  ES	  high	  performance	  digital	  CCD	  camera,	  and	  adjusted	   for	  
brightness	   and	   contrast	   with	   Adobe	   Photoshop	   (versions	   CS3-­‐6,	   San	   Jose,	   CA).	  
Figures	  were	  compiled	  in	  Adobe	  Illustrator	  (version	  CS6,	  San	  Jose,	  CA).	  	  
	  
Generation	  of	  anti-­‐Mcr	  antibodies	  
We	  amplified	  nucleotides	  1101	  to	  2091	  of	  LD23292	  (representing	  amino	  
acids	  321-­‐650	  of	  Mcr)	  by	  PCR	  with	  primers	  containing	  5’	  NdeI	  and	  3’	  XhoI	  linkers,	  
and	  cloned	  them	  into	  an	  NdeI/XhoI	  cut	  pDZ1	  plasmid	  (Estrada	  et	  al.,	  2009).	  The	  
plasmid	  was	  transfected	  into	  E.Coli	  BL21	  (DE3)	  cells	  from	  which	  the	  protein	  was	  
overexpressed.	  The	  His-­‐tagged	  Mcr	  protein	  was	  solubilized	  in	  binding	  buffer	  (20mM	  
Tris-­‐HCl	  pH8.0	  500mM	  NaCl,	  5mM	  Imidazole)	  with	  6M	  urea,	  and	  purified	  through	  
Ni2+	  affinity	  chromatography.	  Purified	  protein	  (which	  formed	  a	  precipitate	  upon	  
dialysis	  in	  PBS)	  was	  used	  for	  antibody	  generation	  in	  guinea	  pigs	  and	  rats	  at	  the	  
Pocono	  Rabbit	  Farm	  and	  Laboratory	  Inc.	  (PRF&L,	  Canadensis,	  PA).	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Immunostaining,	  dye	  exclusion	  experiments	  and	  FRAP	  analysis	  
Embryos	  and	  imaginal	  discs	  were	  fixed	  and	  processed	  for	  antibody	  staining	  
as	   described	   (Fehon	   et	   al.,	   1991).	   Embryonic	   staging	   was	   determined	   by	   gut	  
morphology.	  The	  following	  primary	  antibodies	  were	  used	  at	  the	  given	  dilutions	  for	  
immunostaining:	   guinea	   pig	   anti-­‐Mcr	   (described	   above)	   1:400,	   mouse	   anti-­‐Cor	  
(clones	  C556.9	  and	  C615.16	  from	  the	  Developmental	  Studies	  Hybridoma	  Bank	  at	  the	  
University	  of	  Iowa,	  Iowa	  City,	  IA)	  1:50,	  guinea	  pig	  anti-­‐Cor	  1:2,000,	  mouse	  anti-­‐Crb	  
(clone	   Cq4	   concentrate,	   DSHB)	   1:100,	   mouse	   anti-­‐Fasciclin	   3	   1:300	   (clone	   7G10,	  
DSHB),	   mouse	   anti-­‐Nrg	   (clone	   BP	   104,	   DSHB)	   and	   rabbit	   anti-­‐GFP	   (Clontech,	  
Mountain	   View,	   CA)	   1:1000.	   Rhodamine-­‐labeled	   wheat	   germ	   agglutinin	   (WGA;	  
Molecular	  Probes/Life	  Technologies)	  was	  used	  at	  1:400.	  Secondary	  antibodies	  were	  
obtained	  from	  Jackson	  ImmunoResearch	  Laboratories	  (West	  Grove,	  PA)	  and	  used	  at	  
1:800.	   Confocal	   images	   were	   acquired	   either	   on	   an	   Olympus	   FV1000	   confocal	  
microscope	   (Olympus	   America,	   Inc,	   Center	   Valley,	   PA)	   equipped	   with	   Fluoview	  
software	   or	   a	   Zeiss	   LSM510	  Meta	   Laser	   Scanning	  Confocal	  Microscope	   (Carl	   Zeiss	  
Inc,	   Thornwood,	   NY).	   Photomicrographs	   were	   cropped	   and	   rotated,	   and	   x-­‐z	  
renderings	  of	   confocal	   z-­‐series	   stacks	  were	  performed	   in	   ImageJ	   (Schneider	   et	   al.,	  
2012).	   Figures	   were	   compiled	   in	   Adobe	   Illustrator	   (version	   CS6).	   Dye	   exclusion	  
experiments	   to	   test	   the	   integrity	   of	   tracheal	   septate	   junctions	  were	   performed	   as	  
described	   (Lamb	   et	   al.,	   1998).	   Fluorescence	   Recovery	   After	   Photobleaching	   was	  
performed	  as	  described	  (Oshima	  and	  Fehon,	  2011).	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Figure	  2.1	  Mutations	  in	  Mcr	  are	  embryonic	  lethal	  with	  phenotypes	  associated	  
with	  SJ	  defects.	  (A)	  Schematic	  of	  the	  Mcr	  gene	  and	  Mcr	  protein.	  The	  insertion	  site	  of	  
McrEY07421	  and	  the	  amino	  acid	  substitution	  in	  Mcr1	  are	  shown.	  The	  region	  of	  Mcr	  
used	  for	  antibody	  generation	  is	  indicated	  by	  a	  bracket.	  Ss,	  signal	  sequence;	  MG1,	  
alpha-­‐2macroglobulin	  MG1	  domain;	  A2M_N,	  MG2	  domain;	  A2M_N_2,	  alpha-­‐2-­‐
macroglobulin	  family	  N-­‐terminal	  region;	  LDLa,	  low-­‐density	  lipoprotein	  receptor	  A	  
domain;	  A2M,	  alpha-­‐2-­‐macroglobulin	  family;	  A2M_comp,	  alpha-­‐2-­‐macroglobulin	  
receptor;	  TM	  predicted	  transmembrane	  domain.	  (B-­‐E)	  Cuticle	  preparations	  of	  a	  
w1118	  (wild-­‐type)	  late	  embryo	  (B)	  and	  McrEY07421	  (C),	  Mcr1	  (D)	  and	  da-­‐GAL4>UAS-­‐
Mcr-­‐RNAi	  (E)	  mutant	  embryos.	  Anterior	  is	  left	  and	  dorsal	  is	  up	  or	  facing.	  Note	  the	  
dorsal	  hole	  in	  the	  Mcr1	  embryo	  (asterisk	  in	  D)	  and	  the	  ectopic	  salivary	  gland	  
deposition	  in	  mutant	  animals	  (arrows	  in	  C-­‐E).	  (F,G)	  Confocal	  optical	  sections	  of	  
stage	  17	  w1118	  (F)	  and	  Mcr1	  mutant	  (G)	  embryos	  stained	  with	  Rhodamine-­‐labeled	  
wheat	  germ	  agglutinin	  (WGA),	  showing	  a	  highly	  convoluted	  trachea	  (arrows)	  in	  the	  
Mcr1	  animal.	  Scale	  bars:	  100um.	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Figure	  2.2	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Figure	  2.2	  Mcr	  is	  required	  for	  SJ	  structure	  and	  paracellular	  barrier	  function.	  
(A-­‐O)	  Confocal	  optical	  sections	  of	  salivary	  glands	  (A,	  D,	  G,	  J,	  M)	  stained	  with	  
antibodies	  against	  Crb	  (red,	  and	  in	  A’,	  D’,	  G’,	  J’,	  M’)	  and	  Cor	  (green,	  and	  in	  A”,	  D”,	  G”,	  
J”,	  M”),	  and	  hindguts	  (B,E,H,K,N)	  and	  trachea	  (C,F,I,L,O)	  from	  stage	  16	  w1118	  (A-­‐C),	  
Df(@L)Exel7034)	  (D-­‐F),	  Mcr1	  (G-­‐I),	  McrEY07421	  (J-­‐L)	  and	  McrPex3	  (M-­‐O)	  embryos.	  The	  
salivary	  gland	  in	  G	  is	  from	  the	  same	  animal	  as	  the	  hindgut	  in	  H,	  as	  are	  the	  salivary	  
gland	  and	  hindgut	  shown	  in	  J	  and	  K.	  Apical	  surfaces	  face	  the	  lumen	  of	  the	  gland.	  The	  
wild-­‐type	  salivary	  gland	  epithelium	  is	  outline	  by	  a	  dashed	  line	  in	  A.	  Note	  that	  Cor	  is	  
mislocalized	  along	  the	  lateral	  membrane	  in	  Mcr	  mutant	  salivary	  glands	  (arrows),	  
whereas	  Crb	  is	  unaffected.	  (P-­‐Q’)	  Differential	  interference	  contrast	  (P,Q)	  and	  
fluorescence	  (P’,Q’)	  photomicrographs	  of	  the	  tracheal	  dorsal	  trunk	  in	  stage	  17	  w1118	  
(P)	  and	  Mcr1	  (Q)	  embryos	  that	  had	  been	  injected	  with	  a	  10kDa	  Rhodamine-­‐labeled	  
dextran.	  The	  labeled	  dextran	  does	  not	  cross	  the	  tracheal	  epithelium	  and	  enter	  the	  
lumen	  in	  the	  wild-­‐type	  embryo,	  but	  does	  in	  the	  Mcr1	  mutant	  embryo	  (arrows).	  Scale	  
bars:	  20um.	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Figure	  2.3	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Figure	  2.3	  Mcr	  transcript	  expression	  and	  Mcr	  protein	  expression	  and	  
localization	  during	  development.	  (A)	  Northern	  blot	  analysis	  of	  total	  RNA	  isolated	  
from	  staged	  w1118	  embryos	  probed	  for	  Mcr	  expression.	  Numbers	  refer	  to	  hours	  after	  
egg	  laying.	  Hybridization	  to	  rp49	  (RpL32)	  was	  used	  as	  a	  control	  for	  loading	  and	  
transfer.	  (B-­‐J)	  Confocal	  optical	  sections	  of	  w1118	  embryos	  (B-­‐E),	  w1118	  third	  instar	  
larval	  wing	  imaginal	  disc	  (F-­‐H),	  He-­‐GAL4,	  UAS	  GFP	  third	  instar	  larval	  hemocyte	  (I)	  
and	  w1118	  ovariole	  (J)	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  alone	  (B-­‐D),	  or	  co-­‐stained	  
with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  E′-­‐J′)	  and	  Cor	  (green,	  and	  in	  E″-­‐H″),	  GFP	  
(green	  in	  I)	  or	  Fas3	  (green	  in	  J,	  and	  in	  J″).	  (B-­‐E)	  Mcr	  is	  associated	  with	  the	  
membrane	  in	  stage	  11	  embryos	  (B)	  and	  by	  stage	  13	  is	  obviously	  expressed	  in	  
ectodermally	  derived	  epithelia	  including	  the	  epidermis	  (ep),	  foregut	  (fg),	  hindgut	  
(hg),	  salivary	  gland	  (sg)	  and	  trachea	  (tr)	  (C).	  In	  stage	  14	  embryos	  (D),	  Mcr	  is	  
enriched	  at	  the	  apical	  lateral	  region	  of	  the	  membrane,	  but	  is	  also	  expressed	  more	  
basolaterally	  (arrow).	  By	  stage	  16	  (E;	  in	  the	  hindgut),	  Mcr	  colocalizes	  with	  Cor	  in	  the	  
region	  of	  the	  SJ.	  In	  third	  instar	  wing	  imaginal	  discs	  (F-­‐H),	  Mcr	  colocalizes	  with	  Cor	  in	  
the	  apical	  region	  of	  the	  lateral	  membrane	  of	  the	  disc	  proper	  cells,	  which	  can	  be	  seen	  
in	  deeper	  sections	  (G)	  where	  lateral	  membranes	  lie	  adjacent	  to	  the	  folds	  in	  the	  
epithelium	  (arrow),	  and	  by	  rendering	  an	  xz	  transverse	  section	  from	  a	  confocal	  z-­‐
series	  (H).	  A	  higher	  magnification	  view	  (outset	  in	  H)	  shows	  that	  Cor	  localization	  
extends	  more	  basally	  than	  Mcr	  (arrows),	  and	  that	  Mcr	  is	  also	  expressed	  on	  the	  
apical	  surface	  in	  a	  domain	  independent	  of	  Cor	  (arrowhead;	  note	  that	  staining	  in	  the	  
peripodial	  epithelium	  can	  be	  seen	  above	  this	  line).	  (I)	  Confocal	  optical	  section	  of	  a	  
He-­‐GAL4,	  UAS-­‐GFP	  hemocyte	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red)	  and	  GFP	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(green)	  and	  with	  DAPI	  (blue).	  Mcr	  is	  expressed	  in	  larval	  hemocytes,	  but	  is	  largely	  
found	  inside	  the	  cell.	  (J)	  In	  the	  ovary,	  Mcr	  is	  most	  strongly	  expressed	  in	  stage	  1	  of	  
the	  germarium	  (arrow)	  and	  in	  polar	  follicle	  cells	  (arrowhead),	  where	  it	  colocalizes	  
with	  Fas3.	  Mcr	  is	  also	  expressed	  at	  lower	  levels	  in	  the	  follicle	  cells	  and	  at	  the	  
membrane	  in	  the	  germ	  cells.	  Scale	  bars:	  20um.	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Figure	  2.4	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Figure	  2.4	  Mcr	  is	  mislocalized	  in	  the	  hindguts	  of	  SJ	  mutant	  embryos.	  (A-­‐G)	  
Confocal	  optical	  sections	  of	  hindguts	  (A-­‐E)	  and	  salivary	  glands	  (F,G)	  from	  stage	  16	  
w1118	  (A),	  Nrx-­‐IV4304	  (B),	  nrv2ZCL164	  (C),	  crokKG6053	  (D,G),	  Tsf2KG01571	  (E)	  and	  sinunwu7	  
(F)	  embryos	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  A′-­‐G′)	  and	  Cor	  (green,	  
and	  in	  A″-­‐G″).	  Mcr	  is	  mislocalized	  along	  the	  basolateral	  domain	  in	  the	  hindgut	  
epithelia	  coincident	  with	  Cor	  in	  all	  of	  these	  embryos	  (arrows),	  and	  also	  shows	  
strong	  mislocalization	  on	  the	  apical	  plasma	  membrane	  of	  Tsf2KG01571	  embryos	  (E)	  
that	  is	  independent	  of	  Cor	  (asterisks).	  Scale	  bars:	  20	  μm.	  (H)	  Plot	  of	  average	  
fluorescence	  recovery	  after	  photobleaching	  (FRAP)	  of	  Nrx-­‐IV-­‐GFP	  in	  the	  epidermis	  
of	  stage	  15	  wild-­‐type	  (gray	  line)	  and	  McrEY07421	  mutant	  (black	  squares)	  animals.	  
Error	  bars	  indicate	  s.e.m.	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Figure	  2.5	  Mcr	  is	  required	  cell-­‐autonomously	  for	  SJ	  organization	  in	  embryonic	  
epithelia	  and	   larval	  wing	   imaginal	  discs.	  (A,B)	  Confocal	  optical	  sections	  (A)	  and	  
xz	  rendering	  from	  a	  confocal	  z-­‐series	  (B)	  of	  the	  epidermis	  of	  a	  stage	  16	  UAS-­‐Dcr-­‐2;	  
en-­‐GAL4/UAS-­‐Mcr-­‐RNAi	   embryo	   stained	   with	   antibodies	   against	   Mcr	   (red,	   and	   in	  
A’,B’)	  and	  Cor	  (green,	  and	  in	  A”,B”).	  The	  xz	  rendering	  is	  along	  the	  white	  line	  in	  A.	  Mcr	  
expression	   is	   strongly	   reduced	   in	   the	   posterior	   cells,	   although	   the	  majority	   of	   the	  
remaining	   protein	   appears	   to	   be	   membrane	   associated	   (arrow	   in	   A′,	   compared	  
with	  Cor	  localization	  in	  A″).	  Note	  that	  Cor	  is	  not	  as	  enriched	  in	  the	  apical	  regions	  of	  
Mcr-­‐	  RNAi	   cells,	   indicating	   a	   disorganization	   of	   the	   SJ	   junction	   (B).	   (C-­‐E)	   Confocal	  
optical	   section	   and	   xz	   rendering	   from	   a	   confocal	   z-­‐series	   from	   a	   late	   third	   instar	  
UAS-­‐Dcr-­‐2;	   ap-­‐	   GAL4/UAS-­‐Mcr-­‐RNAi	   wing	   imaginal	   disc	   stained	   with	   antibodies	  
against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  C′-­‐E′)	  and	  Cor	  (green,	  and	  in	  C″-­‐E″).	  Dorsal	  is	  to	  the	  
top	  in	  C	  and	  D	  and	  to	  the	  left	  in	  E,	  and	  the	  dorsal-­‐ventral	  boundary	  is	  indicated	  by	  
arrows	   in	   C.	  D	   is	   a	   higher	  magnification	   of	   the	   boxed	   region	   in	   C.	  Mcr	   is	   strongly	  
reduced	   in	   the	   dorsal	   compartment	   of	  Mcr-­‐RNAi	   wing	   discs,	   but	   the	   residual	  Mcr	  
appears	  to	  align	  with	  Cor	  at	  the	  boundary	  between	  adjacent	  cells	  (arrows	  in	  D)	  and	  
is	   apically	   enriched	   in	   the	   lateral	  membrane	   (arrows	   in	   E).	  Wild-­‐type	   cells	   at	   the	  
dorsal-­‐ventral	   boundary	   have	   reduced	   Mcr	   expression	   along	   the	   membrane	   in	  
contact	  with	  Mcr-­‐RNAi	  cells	  (red	  arrowheads	  in	  D’).	  Scale	  bars:	  20um.	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Figure	  2.6	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Figure	  2.6	  The	  SJ	  localization	  of	  Mcr	  and	  of	  Nrg	  depend	  upon	  each	  other.	  (A-­‐C)	  
Confocal	  optical	  section	  and	  xz	  rendering	  from	  a	  confocal	  z-­‐series	  of	  a	  third	  instar	  
UAS-­‐Dcr-­‐2;	  ap-­‐	  GAL4/UAS-­‐Nrg-­‐RNAi	  wing	  imaginal	  disc	  stained	  with	  antibodies	  
against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  A′-­‐C′)	  and	  Cor	  (green,	  and	  in	  A″-­‐C″).	  Dorsal	  is	  to	  the	  top	  in	  A	  
and	  B	  and	  to	  the	  left	  in	  C,	  and	  the	  dorsal-­‐ventral	  boundary	  is	  indicated	  by	  arrows	  in	  
A.	  (B)	  Higher	  magnification	  of	  the	  boxed	  region	  in	  A.	  Mcr	  is	  strongly	  reduced	  in	  Nrg-­‐
RNAi	  cells,	  but	  appears	  to	  colocalize	  with	  Cor	  along	  the	  boundary	  between	  adjacent	  
cells	  (arrows	  in	  B),	  and	  is	  apically	  enriched	  in	  the	  lateral	  membrane	  (arrow	  in	  C′).	  
Note	  that	  the	  apical	  plasma	  membrane	  expression	  of	  Mcr	  is	  also	  eliminated	  in	  the	  
Nrg-­‐RNAi	  cells	  (red	  arrowheads).	  (D)	  Confocal	  optical	  section	  of	  the	  hindgut	  from	  a	  
stage	  16	  Nrg17	  embryo	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  D′)	  and	  Cor	  
(green,	  and	  in	  D″).	  Whereas	  Cor	  is	  mislocalized	  along	  the	  lateral	  membrane	  in	  the	  
hindgut	  of	  the	  Nrg17	  embryo,	  Mcr	  is	  nearly	  absent	  from	  the	  lateral	  membrane.	  (E-­‐F′)	  
Confocal	  optical	  sections	  of	  a	  stage	  11	  (E)	  and	  stage	  15	  (F)	  Nrg17	  embryo	  stained	  
with	  antibodies	  against	  Mcr.	  A	  higher	  magnification	  view	  of	  the	  salivary	  gland	  in	  F	  is	  
shown	  in	  F′.	  Note	  that	  Mcr	  is	  expressed	  and	  shows	  some	  membrane	  localization	  in	  
the	  stage	  11	  Nrg17	  embryo	  (arrows	  in	  E),	  but	  is	  largely	  lost	  from	  the	  lateral	  
membrane	  at	  the	  expense	  of	  the	  apical	  plasma	  membrane	  by	  stage	  15	  (arrows).	  
(G,H)	  Confocal	  optical	  sections	  of	  salivary	  glands	  from	  a	  stage	  16	  McrEY07421	  
heterozygous	  (G)	  and	  homozygous	  (H)	  animal	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  
(red)	  and	  Nrg	  (green,	  and	  in	  H′).	  Mcr	  and	  Nrg	  colocalize	  at	  the	  SJ	  in	  the	  heterozygous	  
animal	  (arrow	  in	  G),	  whereas	  Nrg	  predominantly	  localizes	  to	  the	  apical	  surface	  in	  
the	  Mcr	  mutant	  animal	  (arrow	  in	  H’).	  Scale	  bars:	  20um.	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Supplementary	  Figure	  2.1	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Supplemental	  Figure	  2.1	  Specificity	  of	  the	  anti-­‐Mcr	  antibody	  (A)	  Western	  blot	  of	  
lysates	  from	  w1118	  third	  instar	  wing	  imaginal	  discs,	  and	  w1118,	  Mcr1,	  McrEY07421,	  
McrPex3,	  and	  Df(2L)Exel7034	  late	  embryos	  (17-­‐22	  hours	  after	  egg	  laying)	  probed	  
with	  antibodies	  against	  Mcr	  and	  alpha-­‐Catenin.	  (B-­‐F)	  Confocal	  optical	  sections	  
showing	  the	  hindguts	  of	  stage	  16	  w1118	  (B),	  Mcr1	  (C),	  McrEY07421	  (D),	  McrPex3	  (E),	  and	  
Df(2L)Exel7034	  (F)	  mutant	  embryos	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red	  and	  in	  
panels	  B’-­‐f’)	  and	  Cor	  (green,	  and	  in	  panels	  B”-­‐F”).	  In	  the	  w1118	  hindgut,	  Mcr	  co-­‐
localizes	  with	  Cor	  in	  the	  region	  of	  the	  SJ	  (arrow),	  whereas	  Mcr	  is	  strongly	  expressed	  
but	  mislocalized	  coincidently	  with	  Cor	  in	  the	  Mcr1	  mutant	  hindgut	  (C).	  mcr	  levels	  
are	  reduced	  and	  Cor	  is	  mislocalized	  in	  the	  hypomorphic	  allele	  McrPex3	  (E).	  Mcr	  
protein	  is	  strongly	  reduced	  in	  McrEY07421	  mutant	  hindguts	  (D),	  and	  is	  nearly	  absent	  in	  
Df(2L)Exel7034	  mutant	  hindguts	  (F),	  whereas	  Cor	  is	  mislocalized	  in	  both	  of	  these	  
embryos.	  Preimmune	  serum	  fails	  to	  recognize	  the	  ~225kDa	  protein	  on	  westerns	  of	  
wild	  type	  lysates,	  and	  shows	  no	  immunoreactivity	  on	  wildtype	  embryos	  or	  imaginal	  
discs	  (data	  not	  shown).	  Scale	  bars	  =	  20um.
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Supplementary	  Figure	  2.2	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Supplemental	  Figure	  2.2	  Mcr’s	  localization	  is	  distinct	  from	  the	  adherens	  
junction,	  but	  does	  include	  the	  apical	  plasma	  membrane.	  (A,B)	  Confocal	  optical	  
sections	  from	  a	  stage	  16	  hindgut	  (A)	  and	  an	  epithelial	  fold	  in	  a	  w1118	  third	  instar	  
wing	  imaginal	  disc	  (B)	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  panels	  A’	  and	  
B’)	  and	  alpha-­‐Catenin	  (green,	  and	  in	  panels	  A”	  and	  B”).	  In	  the	  fold	  of	  the	  wing	  disc	  
the	  apical	  surfaces	  face	  each	  other	  and	  the	  lateral	  membranes	  can	  be	  readily	  
observed.	  Note	  that	  Mcr	  and	  alpha-­‐Catenin	  do	  not	  overlap	  in	  the	  embryonic	  hindgut	  
or	  imaginal	  disc.	  The	  apical	  plasma	  membrane	  expression	  of	  Mcr	  can	  be	  observed	  in	  
both	  tissues	  (arrows).	  (C)	  Confocal	  optical	  section	  from	  an	  epithelial	  fold	  in	  a	  w1118	  
third	  instar	  wing	  imaginal	  disc	  stained	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  
panel	  C’)	  and	  Uninflatable	  (green,	  and	  in	  panel	  C”).	  Note	  that	  Mcr	  and	  Uif	  puncta	  are	  
intermingled	  in	  the	  deepest	  part	  of	  the	  fold	  (representing	  the	  apical	  surface;	  arrow).	  
(D,	  E)	  Confocal	  optical	  section	  and	  xz	  rendering	  from	  a	  w1118	  third	  instar	  wing	  
imaginal	  disc	  that	  has	  been	  incubated	  with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  panel	  
D’)	  and	  Cor	  (green,	  and	  in	  panel	  D”)	  prior	  to	  fixation	  and	  further	  processing	  so	  that	  
only	  surface	  exposed	  epitopes	  can	  be	  stained.	  In	  this	  section	  parts	  of	  both	  the	  
peripodial	  epithelium	  (PD)	  and	  the	  disc	  proper	  (DP)	  can	  be	  observed.	  Note	  that	  Mcr	  
is	  exposed	  on	  the	  apical	  surface	  of	  both	  the	  PE	  and	  the	  DP	  and	  that	  the	  Mcr	  antibody	  
was	  able	  to	  reach	  the	  lateral	  membrane	  in	  the	  PE	  during	  the	  20-­‐minute	  incubation,	  
whereas	  the	  cytoplasmic	  protein	  Cor	  was	  not	  accessible.	  Scale	  bars	  =	  20um.
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Supplemental	  Figure	  2.3	  Control	  experiments	  showing	  the	  specificity	  of	  Mcr-­‐
RNAi	  in	  the	  en-­‐GAL4	  and	  ap-­‐GAL4	  expression	  domains,	  and	  the	  functional	  
disruption	  of	  the	  paracellular	  barrier	  in	  ap>Mcr-­‐RNAi	  discs.	  (A)	  Confocal	  optical	  
section	  from	  the	  epidermis	  of	  a	  stage	  16	  UAS-­‐Dcr;en-­‐GAL4/Mcr-­‐RNAi	  embryo	  stained	  
with	  antibodies	  against	  Mcr	  (red,	  and	  in	  panel	  A’)	  and	  En	  (green,	  and	  in	  panel	  A”).	  
(B)	  Confocal	  optical	  section	  of	  the	  wing	  imaginal	  disc	  from	  a	  UAS-­‐Dcr/UAS-­‐GFP;ap-­‐
GAL4/Mcr-­‐RNAi	  animal.	  Note	  that	  in	  both	  tissues,	  Mcr	  is	  substantially	  reduced	  
specifically	  in	  the	  cells	  expressing	  Mcr-­‐RNAi.	  (C,D)	  Brightfield/fluorescence	  
micrographs	  of	  late	  third	  instar	  w1118	  (C)	  and	  ap>McrRNAi	  (D)	  wing	  imaginal	  discs	  
from	  animals	  that	  had	  been	  injected	  with	  10kDa	  rhodamine-­‐labeled	  dextran	  prior	  to	  
dissection.	  Note	  that	  the	  labeled	  dextran	  fills	  the	  space	  between	  the	  disc	  proper	  and	  
peripodial	  epithelim	  and	  can	  be	  seen	  pooling	  in	  the	  folds	  of	  the	  ap>McrRNAi	  disc,	  
whereas	  very	  little	  dextran	  has	  infiltrated	  the	  wild	  type	  disc.	  Scale	  bars	  =	  20um.	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Supplemental	  Table	  1	  Lethal	  phase	  and	  terminal	  phenotypic	  analysis	  of	  Mcr	  
mutations	  
	  













Mcr1	   100	  (290)	   99	  +	  1	   92	  +	  3	   20	  +	  1	  
McrEY07421	   100	  +	  1	  
(304)	  
100	   76+	  7	   0	  
McrPex3	   90	  +	  8	  (285)	   100	   53	  +	  11	   11	  +	  4	  
Mcr1/Df(2L)Exel70
34	  
99	  +	  1	  (361)	   97+	  3	   51	  +	  10	   7	  +	  1	  
McrEY07421/Df(2L)E
xel7034	  
100	  (385)	   100	   96	  +	  1	   1	  +	  1	  
McrPex3/Df(2L)Exel
7034	  
100	  (273)	   100	   79	  +	  5	   4	  +	  1	  
Mcr1/McrEY07421	   100	  (288)	   99	  +	  1	   61	  +	  6	   3	  +	  1	  
	  
aMean	  +	  s.e.m.	  from	  3-­‐5	  independent	  experiments.	  
bTotal	  umber	  of	  animals	  of	  indicated	  genotype	  that	  were	  scored.
	  

















Septate	  junction	  proteins	  are	  required	  for	  proper	  cell	  shape	  
changes	  and	  cell	  rearrangements	  during	  morphogenesis	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Section	  3.1	  Abstract	  
Organismal	  development	  depends	  upon	  highly	  regulated	  cellular	  
rearrangements	  and	  cell	  shape	  changes.	  These	  morphological	  processes	  require	  
signaling	  pathways	  that	  regulate	  actin	  dynamics	  to	  propagate	  forces	  through	  
tissues,	  and	  stabilization	  of	  these	  effects	  is	  mediated	  by	  the	  lateral	  membrane.	  Our	  
lab	  conducted	  a	  screen	  for	  genes	  that	  regulate	  imaginal	  disc	  morphogenesis	  during	  
metamorphosis	  in	  Drosophila.	  From	  this	  screen	  we	  identified	  Macroglobulin	  
complement	  related	  (Mcr).	  During	  the	  characterization	  of	  Mcr,	  we	  found	  that	  it	  
serves	  an	  essential	  role	  in	  the	  establishment	  of	  septate	  junctions	  (SJs).	  Similar	  to	  
vertebrate	  tight	  junctions,	  SJs	  are	  occluding	  junctions	  along	  the	  lateral	  membranes	  
of	  epithelial	  cells	  that	  allow	  for	  the	  separation	  of	  chemically	  distinct	  organ	  
compartments.	  Previous	  work	  indicated	  that	  a	  few	  SJ	  genes	  play	  a	  role	  in	  
morphogenesis,	  including	  coracle	  and	  Neurexin-­‐IV	  in	  dorsal	  closure,	  and	  Gliotactin	  
and	  Coracle	  in	  imaginal	  disc	  morphogenesis.	  To	  determine	  whether	  the	  SJ	  as	  a	  
complex	  functions	  in	  morphogenesis,	  or	  if	  only	  a	  few	  individual	  SJ	  genes	  have	  
additional	  roles	  in	  regulating	  morphogenesis,	  we	  conducted	  an	  analysis	  of	  nine	  SJ	  
mutations	  in	  coordinating	  complex	  morphogenetic	  processes	  during	  embryonic	  
development.	  Using	  salivary	  gland	  organogenesis	  and	  dorsal	  closure	  as	  models,	  we	  
identified	  that	  SJ	  components	  contribute	  to	  morphogenesis	  by	  regulating	  cell	  shape	  
changes	  and	  cell	  rearrangements.	  From	  this	  analysis,	  we	  identified	  that	  each	  SJ	  
component	  examined	  has	  an	  essential	  role	  in	  regulating	  morphogenesis	  during	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development	  and	  that	  the	  SJ	  components	  have	  a	  novel,	  essential	  role	  in	  
morphogenesis	  prior	  to	  their	  assembly	  into	  the	  occluding	  junction.	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Section	  3.2	  Introduction	  
Morphogenesis	  is	  a	  highly	  coordinated	  process	  that	  requires	  the	  integration	  
and	  regulation	  of	  tissue	  and	  cellular	  level	  events,	  including	  cell	  signaling,	  cell	  
intercalation,	  and	  force	  distribution.	  Laying	  at	  the	  foundation	  of	  these	  mechanisms	  
is	  a	  requirement	  for	  cell-­‐cell	  contacts	  established	  between	  lateral	  membranes.	  A	  
substantial	  amount	  of	  work	  has	  revealed	  the	  importance	  of	  the	  adherens	  junction	  
(AJ)	  in	  maintaining	  cell	  contacts	  (Langevin	  et	  al.	  2005;	  Georgiou	  et	  al.	  2008;	  
Gumbiner	  2005),	  regulating	  cell	  signaling	  (De	  Matos	  Simões,	  Mainieri,	  and	  Zallen	  
2014;	  Géminard	  et	  al.	  2014),	  facilitating	  trafficking	  (Shaye,	  Casanova,	  and	  Llimargas	  
2008;	  Shindo	  et	  al.	  2008;	  Li,	  Satoh,	  and	  Ready	  2007),	  and	  organizing	  apical	  
constriction	  and	  expansion	  (Takeichi	  2014;	  Y.-­‐C.	  Wang	  et	  al.	  2012)	  during	  complex	  
morphogenetic	  events	  (reviewed	  in	  Wirtz-­‐Peitz	  and	  Zallen	  2009)	  yet,	  current	  
models	  cannot	  fully	  account	  for	  the	  distribution	  and	  cellular	  stabilization	  of	  forces	  
using	  the	  AJ	  as	  the	  sole	  stabilizing	  factor	  along	  the	  lateral	  membrane	  (Polyakov	  et	  al.	  
2014).	  A	  good	  way	  to	  discover	  these	  unknown	  mechanisms	  that	  contribute	  to	  
morphogenesis	  is	  through	  open-­‐ended	  genetic	  screens.	  	  
To	  identify	  genes	  involved	  in	  regulating	  morphogenesis,	  our	  lab	  conducted	  
three	  screens,	  a	  deficiency	  kit	  screen,	  a	  screen	  to	  identify	  dominant	  modifiers	  of	  
Rho1,	  and	  an	  EMS	  modifier	  screen	  using	  a	  hypomorphic	  allele	  of	  broad	  (br)	  that	  had	  
a	  low	  penetrance	  of	  morphogenesis	  defects	  (Ward,	  Evans,	  and	  Thummel	  2003;	  
Patch	  et	  al.	  2009).	  br	  is	  a	  zinc-­‐finger	  transcription	  factor	  that	  regulates	  
morphogenesis.	  Using	  this	  hypomorpic	  allele,	  we	  identified	  second-­‐site	  mutations	  
that	  add	  to	  these	  morphogenetic	  defects	  due	  to	  their	  interaction	  with	  br.	  We	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identified	  all	  of	  the	  modulators	  of	  the	  actin	  cytoskeleton	  such	  as	  Rho1,	  zipper,	  and	  
myosin	  light	  chain,	  among	  others.	  What	  stood	  out	  was	  that	  all	  of	  the	  genes	  identified	  
fit	  together	  into	  a	  group	  due	  to	  their	  role	  in	  modulating	  the	  actin	  cytoskeleton.	  
However,	  we	  also	  identified	  a	  number	  of	  other	  genes	  that	  did	  not	  fit	  into	  this	  
pathway	  yet.	  By	  cloning	  some	  of	  these	  genes,	  we	  sought	  to	  gain	  a	  better	  
understanding	  of	  the	  events	  between	  the	  upstream	  component	  Rho1	  and	  the	  direct	  
regulator	  of	  the	  cytoskeleton.	  One	  of	  these	  genes	  we	  characterized	  was	  
Macroglobulin	  complement	  related	  (Mcr)	  (S.	  Hall	  et	  al.	  2014).	  
Mutations	  in	  Mcr	  are	  embryonic	  lethal	  and	  exhibit	  defects	  in	  morphogenesis	  
including	  defects	  in	  dorsal	  closure	  (DC)	  and	  convoluted	  trachea	  (S.	  Hall	  et	  al.	  2014).	  
Our	  work	  revealed	  that	  Mcr	  is	  required	  for	  the	  organization	  and	  function	  of	  the	  
septate	  junction.	  The	  SJ	  serves	  as	  an	  occluding	  junction	  to	  provide	  the	  isolation	  of	  
functional	  organ	  compartments	  and	  the	  outside	  environment	  and	  is	  functionally	  
analogous	  to	  the	  vertebrate	  tight	  junction.	  The	  SJ	  is	  a	  large	  protein	  complex,	  
composed	  of	  over	  twenty	  proteins,	  that	  spans	  the	  intermembrane	  space	  between	  
adjacent	  lateral	  membranes	  of	  epithelial	  cells.	  The	  majority	  of	  these	  proteins	  are	  
transmembrane	  adhesion	  molecules,	  including	  three	  claudin	  family	  proteins,	  
Contactin,	  Neurexin-­‐IV,	  Neuroglian,	  and	  nervana2,	  among	  others.	  	  	  
The	  SJ	  assembles	  between	  stages	  12	  and	  16	  of	  embryogenesis.	  The	  details	  of	  
SJ	  biogenesis	  were	  elegantly	  demonstrated	  by	  Tiklová	  et	  al.	  (2010)	  and	  involve	  an	  
initial	  broad	  localization	  of	  SJ	  proteins	  along	  the	  length	  of	  the	  lateral	  membrane	  at	  
stage	  12.	  These	  proteins	  are	  then	  endocytosed	  and	  recycled	  at	  stages	  13-­‐14	  where	  
they	  are	  then	  refined	  to	  the	  region	  of	  the	  SJ	  at	  stage	  15.	  Final	  maturation	  of	  the	  SJ	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occurs	  at	  stage	  16	  through	  an	  unexplained	  process.	  The	  ultrastructure	  of	  the	  SJ,	  at	  
stage	  16,	  appears	  as	  ladder-­‐like	  electron-­‐dense	  arrays	  that	  span	  the	  15nm	  space	  
between	  epithelial	  cells.	  It	  is	  the	  formation	  of	  these	  electron	  dense	  structures	  that	  
provide	  the	  occluding	  function.	  SJ	  proteins	  are	  highly	  interdependent	  for	  their	  
assembly	  and	  occluding	  function	  where	  the	  absence	  of	  a	  single	  core	  component	  of	  
the	  SJ	  results	  in	  the	  mislocalization	  of	  all	  other	  SJ	  components	  along	  the	  lateral	  
membrane.	  This	  dynamic	  process	  of	  endocytosis	  and	  recycling	  occurs	  during	  a	  
period	  where	  critical	  morphogenetic	  events	  are	  taking	  place.	  The	  identification	  of	  a	  
SJ	  gene	  in	  a	  screen	  for	  morphogenesis	  combined	  with	  findings	  in	  the	  literature	  
suggesting	  a	  requirement	  for	  the	  larger	  lateral	  membrane	  in	  regulating	  
morphogenesis	  and	  the	  observations	  of	  mutations	  in	  the	  core	  SJ	  components	  coracle	  
(cor)	  and	  Neurexin-­‐IV	  (Nrx-­‐IV)	  leading	  to	  defects	  in	  dorsal	  closure	  (DC)	  (Fehon,	  
Dawson,	  and	  Artavanis-­‐Tsakonas	  1994;	  Baumgartner	  et	  al.	  1996)	  raises	  questions	  
regarding	  the	  possibility	  of	  SJ	  proteins	  playing	  a	  novel	  role	  in	  regulating	  
morphogenesis,	  independent	  of	  their	  occluding	  function.	  	  
To	  investigate	  this	  whether	  SJ	  proteins	  are	  involved	  in	  the	  regulation	  of	  
morphogenesis,	  we	  assembled	  a	  large	  collection	  of	  loss-­‐of-­‐function	  mutations	  in	  SJ	  
genes	  representing	  the	  adhesion	  molecules,	  claudins,	  and	  cytoplasmic	  proteins,	  and	  
examined	  several	  distinct	  morphogenetic	  developmental	  events	  by	  examining	  
cuticles	  and	  by	  immunostaining.	  Cuticle	  phenotypes	  revealed	  penetrant	  defects	  in	  
head	  involution	  and	  dorsal	  closure	  with	  many	  embryos	  showing	  no	  cuticle.	  
Immunostaining	  revealed	  embryos	  arresting	  development	  prior	  to	  the	  completion	  
of	  germband	  retraction	  and	  defects	  in	  salivary	  gland	  organogenesis.	  We	  focused	  our	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attention	  on	  dorsal	  closure	  and	  salivary	  gland	  morphogenesis.	  Our	  findings,	  
presented	  here,	  demonstrate	  that	  the	  zygotic	  loss	  of	  SJ	  genes	  results	  in	  defects	  in	  
cell	  shape	  changes	  and	  rearrangements.	   	  
	  
	   72	  
Section	  3.3	  Results	  
Loss	  of	  zygotic	  expression	  of	  SJ	  genes	  results	  in	  head	  involution	  and	  dorsal	  
closure	  defective	  phenotypes	  
Given	  our	  observations	  and	  evidence	  in	  the	  literature	  that	  cor,	  Nrx-­‐IV,	  and	  
Mcr	  are	  required	  for	  DC	  (Fehon,	  Dawson,	  and	  Artavanis-­‐Tsakonas	  1994;	  
Baumgartner	  et	  al.	  1996;	  Ward,	  Lamb,	  and	  Fehon	  1998;	  Hall	  et	  al.	  2014),	  a	  major	  
morphogenetic	  event,	  we	  felt	  it	  would	  be	  instructive	  to	  survey	  SJ	  mutant	  lines	  for	  
defects	  in	  DC	  and	  head	  involution	  (HID)	  to	  determine	  if	  this	  is	  a	  general	  requirement	  
of	  this	  group	  of	  lateral	  membrane	  proteins	  or	  a	  pleiotropic	  effect	  of	  a	  few.	  For	  this	  
analysis,	  we	  relied	  on	  the	  ability	  to	  determine	  developmental	  patterning	  and	  cell	  
fates	  using	  the	  cuticle	  morphology	  of	  mutant	  animals	  that	  failed	  to	  crawl	  away	  forty-­‐
eight	  hours	  after	  egg	  lay.	  	  
To	  begin	  this	  investigation,	  we	  used	  alleles	  for	  nine	  SJ	  genes	  that	  have	  been	  
well	  characterized	  in	  the	  literature	  to	  result	  in	  defects	  in	  SJ	  organization.	  Our	  
analysis	  revealed	  that	  each	  line	  examined	  showed	  clear	  examples	  of	  defects	  in	  these	  
two	  fundamental	  development	  events	  (Fig.	  3.1,	  Table	  3.1).	  We	  also	  observed	  
variation	  among	  cuticles	  displaying	  HID	  (Fig.	  3.1E,	  H,	  and	  M).	  Our	  results	  suggest	  
two	  phenotypic	  classes:	  inability	  to	  invert	  the	  head	  structure	  (Fig.	  3.1E	  and	  M)	  and	  
abnormal	  head	  skeleton	  morphology	  (Fig.	  3.1H).	  	  
Similar	  variation	  exists	  within	  the	  population	  of	  cuticles	  displaying	  defects	  in	  
DC,	  where	  there	  are	  changes	  in	  the	  location	  and	  size	  of	  the	  dorsal	  hole	  (compare	  Fig.	  
3.1B,	  J,	  and	  N).	  Some	  of	  the	  variation	  in	  the	  placement	  of	  the	  hole	  appears	  to	  be	  
linked	  to	  abnormal	  germband	  retraction,	  which	  was	  observed	  in	  many	  SJ	  mutant	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lines	  using	  posterior	  spherical	  positioning.	  Quantification	  of	  the	  germband	  
retraction	  phenotype	  was	  not	  possible	  due	  to	  poor	  cuticle	  formation	  in	  the	  mutant	  
animals.	  DC	  defects	  were	  less	  penetrant	  among	  our	  mutant	  animals,	  compared	  to	  
HID,	  but	  were	  observed	  in	  each	  line	  (Table	  3.1).	  To	  ensure	  that	  the	  phenotypes	  were	  
due	  to	  the	  loss	  of	  the	  SJ	  genes	  and	  not	  second	  site	  mutations,	  we	  used	  a	  combination	  
of	  multiple	  alleles,	  ubiquitous	  RNAi,	  and	  hemizygous	  deficiencies.	  These	  
experiments	  resulted	  in	  a	  recapitulation	  of	  the	  DC	  and	  HID	  phenotypes,	  suggesting	  
that	  there	  is	  not	  a	  second	  site	  mutation	  influencing	  these	  phenotypes	  (Fig.	  3.1C,	  E,	  G,	  
I,	  and	  M).	  In	  addition,	  the	  penetrance	  of	  DC	  defects	  in	  cor4	  mutant	  animals	  of	  27.6%	  
+	  2.9	  is	  consistent	  with	  those	  published	  by	  (Ward,	  Lamb,	  and	  Fehon	  1998).	  
During	  our	  analysis,	  we	  also	  observed	  a	  number	  of	  prepared	  lethal	  cuticles	  
that	  did	  not	  have	  any	  observable	  cuticle	  morphology	  (Fig.	  3.1G).	  To	  determine	  if	  this	  
empty	  phenotype	  was	  due	  to	  an	  absence	  of	  cuticle	  alone	  or	  an	  early	  arrest	  of	  
development,	  we	  prepared	  one-­‐hour	  collections	  and	  aged	  them	  for	  17	  hours.	  Using	  a	  
YFP	  balancer	  to	  unambiguously	  distinguish	  between	  mutants	  and	  the	  heterozygous	  
siblings,	  we	  scored	  individual	  embryos	  for	  the	  stage	  at	  which	  development	  was	  
arrested	  (Fig.	  3.2)	  using	  gut	  and/or	  other	  morphological	  characteristics.	  Our	  results	  
revealed	  that	  in	  contex956,	  MtfP,	  nrg14,	  and	  Nrx-­‐IV4304	  animals,	  a	  number	  of	  individuals	  
fail	  to	  develop	  to	  stage	  16,	  when	  cuticle	  secretion	  would	  occur	  and	  also	  when	  a	  
functional	  occluding	  junction	  would	  be	  required	  (Fig.	  3.2B,	  C,	  and	  D,	  Table	  3.2).	  	  
Our	  observations	  of	  an	  earlier	  requirement	  for	  SJ	  components	  raised	  the	  
question	  of	  whether	  these	  proteins	  are	  expressed	  during	  these	  early	  stages	  of	  
development.	  Typically,	  SJ	  genes	  are	  characterized	  and	  closely	  examined	  between	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stages	  12	  and	  16,	  when	  SJ	  biogenesis	  occurs.	  To	  identify	  the	  early	  expression	  and	  
localization	  of	  this	  group	  of	  proteins,	  we	  used	  immunohistochemistry.	  These	  
experiments	  revealed	  that	  most	  SJ	  proteins	  are	  present	  at	  stage	  10	  of	  
embryogenesis	  where	  they	  are	  observed	  associated	  with	  the	  membrane	  (Fig.	  3.3).	  	  
Taken	  together,	  these	  analyses	  indicate	  that	  SJ	  genes	  are	  expressed	  early	  in	  
embryogenesis	  and	  are	  required	  for	  early	  developmental	  events	  that	  occur	  prior	  to	  
the	  formation	  of	  the	  SJ,	  which	  implies	  an	  alternative	  functional	  role	  for	  this	  large	  
collection	  of	  lateral	  membrane	  proteins.	  Therefore,	  it	  is	  important	  to	  understand	  
how	  these	  lateral	  membrane	  proteins	  regulate	  development	  and	  not	  the	  role	  of	  the	  
barrier	  in	  regulating	  development.	  	  
	  
Salivary	  gland	  organogenesis	  requires	  SJ	  proteins	  for	  correct	  cell	  shape	  and	  
rearrangements	  	  
Observations	  have	  been	  noted	  in	  the	  literature	  that	  mutations	  in	  the	  SJ	  genes	  
Nrv2,	  Atpα,	  Nrg,	  cor	  and	  Nrx-­‐IV	  lead	  to	  abnormal	  salivary	  gland	  morphology	  (Lamb	  
et	  al.	  1998;	  Genova	  and	  Fehon	  2003)	  however	  a	  detailed	  description	  of	  the	  
phenotype	  has	  not	  been	  described.	  Similar	  to	  the	  major	  developmental	  events	  of	  
head	  involution	  and	  dorsal	  closure,	  salivary	  gland	  (SG)	  organogenesis	  involves	  the	  
coordinated	  movement	  and	  reorganization	  of	  cells	  within	  the	  tissue	  without	  
undergoing	  division.	  The	  SG	  is	  an	  epithelial	  tube	  that	  creates	  a	  single	  lumen	  for	  its	  
function.	  The	  formation	  of	  the	  lumen	  begins	  at	  stage	  10	  when	  primordial	  cells	  
invaginate	  from	  the	  ventral	  surface	  (Myat	  2005)	  and	  undergo	  apical	  membrane	  
expansion	  (Myat	  and	  Andrew	  2002).	  The	  lumen	  is	  elongated	  through	  a	  process	  of	  
collective	  cell	  migration	  where	  the	  distal	  tip	  cells	  extend	  protrusions,	  facilitating	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migration	  over	  the	  visceral	  mesoderm	  (Bradley	  et	  al.	  2003;	  Vining	  et	  al.	  2005).	  The	  
cells	  proximal	  to	  the	  tip	  change	  from	  a	  columnar	  shape	  to	  cuboidal	  (Na	  Xu,	  Keung,	  
and	  Myat	  2008).	  These	  coordinated	  processes	  allow	  the	  tissue	  and	  lumen	  to	  
elongate,	  reaching	  full	  extension	  by	  stage	  15.	  Currently,	  there	  is	  not	  a	  complete	  
understanding	  of	  the	  mechanisms	  that	  control	  cell	  rearrangements	  and	  lumen	  
diameter	  and	  structure	  in	  the	  developing	  SG.	  	  
Using	  immunohistochemistry,	  we	  examined	  animals	  mutant	  for	  one	  of	  four	  SJ	  
genes:	  Nrg,	  Mcr,	  Cont,	  or	  Kune	  and	  determined	  that	  SJ	  mutant	  salivary	  glands	  
invaginate,	  migrate,	  and	  contain	  a	  wild	  type	  number	  of	  cells,	  yet	  they	  exhibit	  
abnormal	  morphology	  at	  stage	  16	  that	  results	  in	  SGs	  that	  appear	  short	  and	  fat	  (Fig.	  
3.4).	  In	  KuneC309	  (Fig.	  3.4C)	  and	  Mcr1	  (Fig.	  3.4D)	  mutant	  animals,	  the	  most	  notable	  
phenotype	  was	  an	  abnormal	  broad	  morphology	  of	  the	  lumen.	  In	  addition	  to	  
abnormal	  lumen	  morphology,	  Contex956,	  Mcr1,	  and	  KuneC309	  glands	  often	  display	  
incomplete	  migration.	  Of	  these,	  Contex956	  glands	  are	  the	  most	  abnormal,	  often	  folding	  
upon	  themselves	  (Fig.	  3.4B).	  Using	  fkh-­‐Gal4	  we	  knocked	  down	  Mcr	  and	  Kune	  
expressing	  RNAi	  specifically	  in	  the	  salivary	  gland	  and	  recapitulated	  each	  of	  the	  
resulting	  phenotypes	  suggesting	  that	  the	  SG	  phenotypes	  are	  due	  to	  loss	  of	  Mcr	  and	  
Kune	  specifically	  in	  the	  SG	  (Fig.	  3.4F	  and	  Fig.	  3.5F	  andTable	  3.3).	  	  
To	  begin	  to	  understand	  the	  cellular	  defects	  behind	  these	  phenotypes	  we	  
collected	  confocal	  Z-­‐series	  of	  salivary	  glands	  from	  ten	  individuals	  of	  the	  following	  
genotypes:	  w1118,	  Nrg14,	  Mcr1,	  fkh-­‐GAL4>McrRNAi,	  KuneC309,	  fkh-­‐GAL4>KuneRNAi	  and	  
Contex956.	  Using	  these	  images,	  we	  determined	  that	  the	  overall	  proximal/distal	  (P/D)	  
and	  dorsal/ventral	  (D/V)	  dimensions	  of	  the	  mutant	  glands	  are	  not	  dramatically	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different	  from	  wild	  type	  suggesting	  that	  overall	  organ	  size	  is	  normal	  in	  the	  absence	  
of	  these	  SJ	  proteins	  and	  is	  not	  the	  cause	  of	  the	  gross	  morphological	  abnormalities	  
(Fig.	  3.5,Table	  3.3).	  
SG	  organogenesis	  depends	  on	  the	  ability	  of	  cells	  to	  rearrange	  and	  change	  
position	  with	  their	  neighbors.	  Xu	  et	  al	  (2011)	  determined	  that	  cell	  rearrangements	  
that	  occur	  between	  stages	  11	  and	  13	  cause	  the	  number	  of	  nuclei	  in	  a	  cross	  section	  of	  
the	  lumen	  to	  decrease	  by	  half.	  Using	  3-­‐dimensional	  reconstructions	  of	  our	  confocal	  
z-­‐series,	  we	  counted	  the	  number	  of	  cells	  surrounding	  the	  lumen	  at	  three	  points	  
through	  each	  gland	  as	  a	  readout	  of	  cell	  rearrangements.	  We	  observed	  that	  Mcr1,	  
KuneC309,	  Contex956,	  and	  Nrg14	  mutants	  have	  a	  statistically	  different	  number	  of	  nuclei	  
on	  average	  per	  cross-­‐section	  than	  wild	  type	  (Fig.	  3.5A-­‐F,	  Table	  3.3).	  This	  data	  
suggests	  that	  these	  lateral	  membrane	  components	  of	  the	  SJ	  are	  required	  for	  cell	  
rearrangements	  in	  salivary	  gland	  organogenesis.	  	  
During	  our	  analysis	  of	  cellular	  rearrangements,	  we	  observed	  the	  broad	  
lumen	  phenotype	  was	  due	  to	  flattening	  of	  the	  lumen	  that	  often	  results	  in	  a	  minimal	  
or	  absent	  luminal	  expansion.	  In	  addition	  to	  the	  flat	  lumen	  phenotype,	  we	  observed	  
inconsistent	  diameters	  along	  the	  length	  of	  the	  lumen	  that	  ranged	  between	  narrow,	  
broad,	  and	  flat.	  Glands	  that	  contained	  variation	  in	  lumen	  diameter	  appear	  
convoluted,	  leading	  to	  glands	  that	  bend	  and	  turn	  through	  focal	  planes,	  giving	  them	  a	  
short	  fat	  appearance	  when	  observed	  on	  a	  single	  focal	  plane.	  This	  variable	  lumen	  
diameter	  was	  not	  observed	  in	  Nrg14	  mutants	  or	  Contex956	  glands.	  Nrg14	  glands	  (Fig.	  
3.5E)	  maintain	  a	  wild	  type	  appearing	  lumen	  whereas	  Contex956	  glands	  (Fig.	  3.5B)	  
have	  large	  cystic-­‐like	  lumen	  segmented	  by	  areas	  of	  constriction.	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Defective	  apical	  membrane	  expansion	  along	  the	  P/D	  axis	  of	  the	  developing	  
gland	  has	  been	  shown	  to	  contribute	  to	  defects	  in	  lumen	  size	  (Pirraglia,	  Walters,	  and	  
Myat	  2010).	  Apical	  constriction	  in	  SG	  cells	  results	  in	  a	  cell	  shape	  change	  from	  
cuboidal	  to	  columnar	  followed	  by	  a	  change	  to	  pyramidal	  that	  allows	  for	  correct	  
invagination	  and	  coordinated	  migration	  (Maruyama	  and	  Andrew	  2012).	  These	  
previous	  findings	  raised	  the	  possibility	  that	  our	  lumen	  morphology	  could	  be	  due	  to	  
defects	  in	  apical	  membrane	  length.	  To	  examine	  this	  idea	  more	  closely,	  we	  measured	  
the	  length	  of	  two	  lateral	  membranes	  per	  cell	  and	  the	  intervening	  apical	  membrane	  
for	  a	  total	  of	  ten	  cells	  per	  gland	  for	  ten	  individuals	  of	  each	  genotype.	  From	  this,	  we	  
found	  that	  the	  length	  of	  the	  lateral	  membrane	  is	  dramatically	  increased	  in	  Mcr1	  and	  
KuneC309	  mutant	  salivary	  glands	  and	  the	  apical	  membrane	  length	  is	  reduced	  
compared	  to	  wild	  type	  (Fig.	  3.5,Table	  3.3).	  Since	  proper	  E-­‐cadherin	  localization	  was	  
identified	  to	  be	  involved	  in	  regulating	  the	  apical	  membrane,	  we	  examined	  E-­‐
Cadherin	  in	  Mcr1	  and	  KuneC309	  mutant	  SGs	  and	  found	  no	  obvious	  changes	  in	  
localization	  (data	  not	  shown).	  In	  addition,	  we	  examined	  the	  localization	  of	  Crumbs,	  
Uif,	  and	  Pio	  to	  determine	  if	  the	  decrease	  in	  apical	  membrane	  was	  due	  to	  a	  general	  
inability	  to	  traffic	  apical	  membrane	  and	  found	  localization	  of	  each	  protein	  to	  be	  
normal,	  indicating	  that	  failure	  to	  fully	  elongate	  the	  apical	  membrane	  is	  not	  due	  to	  
loss	  or	  reduction	  in	  E-­‐cad	  or	  abnormal	  A/B	  polarity.	  
	  
Dorsal	  Closure	  
Our	  identification	  of	  defective	  cell	  rearrangements	  during	  SG	  organogenesis	  
caused	  us	  to	  question	  if	  defective	  cell	  rearrangements	  were	  also	  contributing	  to	  our	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DC	  defects.	  DC	  is	  a	  dynamic	  process	  that	  requires	  extensive	  cell	  shape	  changes,	  cell	  
signaling,	  force	  stabilization,	  and	  force	  propagation.	  During	  Drosophila	  
development,	  the	  dorsal	  epidermis	  of	  the	  embryo	  is	  discontinuous;	  spanning	  the	  
region	  between	  the	  two	  lateral	  sides	  of	  the	  epidermis	  is	  the	  amnioserosa	  (AS),	  
which	  acts	  as	  a	  transient	  epithelium.	  These	  epithelial	  sheets	  spread	  and	  fuse	  to	  form	  
a	  continuous	  epithelium	  that	  encloses	  the	  embryo.	  This	  process	  is	  initiated	  at	  stage	  
13	  by	  the	  activation	  of	  the	  Jun-­‐N-­‐terminal	  (JNK)	  signaling	  cascade	  and	  the	  
elongation	  of	  the	  dorsal	  most	  epidermal	  cells	  (DME)	  (Kaltschmidt	  et	  al.	  2002;	  
Jankovics	  and	  Brunner	  2006;	  VanHook	  and	  Letsou	  2008).	  Initiation	  is	  followed	  by	  
the	  dorsal	  ward	  movement	  of	  the	  epidermis,	  which	  requires	  the	  coordinated	  pulsing	  
generated	  by	  contractile	  forces	  and	  programmed	  cell	  death	  within	  the	  AS	  (Solon	  et	  
al.	  2009;	  Blanchard	  et	  al.	  2010;	  David,	  Tishkina,	  and	  Harris	  2010)	  and	  the	  assembly	  
of	  an	  actomyosin	  cable	  at	  the	  leading	  edge	  that	  aids	  in	  the	  coordination	  of	  lateral	  
epithelial	  sheet	  migration	  (Peralta	  et	  al.	  2007;	  Hutson	  et	  al.	  2003).	  As	  the	  DME	  
migrates	  over	  the	  AS	  toward	  the	  midline,	  it	  extends	  filopodia,	  ensuring	  the	  final	  
stages	  of	  closure	  results	  in	  proper	  alignment	  of	  cells	  on	  the	  opposing	  epidermal	  
sheets	  (Jacinto	  et	  al.	  2000;	  Hutson	  et	  al.	  2003;	  Peralta	  et	  al.	  2007;	  Millard	  and	  Martin	  
2008).	  Defects	  originating	  in	  either	  the	  AS	  or	  epidermis	  that	  alter	  this	  highly	  
coordinated	  interaction	  lead	  to	  the	  inability	  to	  fuse	  the	  dorsal	  epithelium.	  	  
SJ	  mutant	  animals	  exhibit	  defects	  in	  dorsal	  closure	  that	  range	  from	  small	  
dorsal	  holes,	  often	  observed	  in	  Mcr1	  mutants	  (Fig.	  3.1J),	  and	  large	  dorsal	  holes	  as	  
seen	  in	  cor4	  and	  Nrx-­‐IV4304	  mutants	  (Fig.	  3.1B	  and	  N).	  To	  follow-­‐up	  on	  our	  
observation	  of	  DC	  defects,	  we	  used	  immunohistochemistry	  to	  examine	  the	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morphology	  of	  the	  two	  main	  tissues	  involved	  in	  the	  successful	  progression	  and	  
completion	  of	  DC.	  Confocal	  imaging	  of	  cor,	  Nrx-­‐IV,	  and	  Mcr	  mutant	  animals	  stained	  
with	  antibodies	  to	  Sqh,	  a	  readout	  of	  myosin	  organization,	  and	  to	  DE-­‐Cadherin,	  to	  
outline	  the	  cells,	  revealed	  abnormal	  cell	  morphology	  within	  the	  AS	  (Fig.	  3.6,	  
compare	  A”	  and	  B”).	  These	  cells	  become	  positively	  labeled	  with	  acradine	  orange	  
(data	  not	  shown),	  which	  suggests	  that	  the	  cells	  are	  undergoing	  apoptosis.	  This	  
apoptosis	  could	  be	  due	  to	  abnormal	  cell	  signaling	  or	  cellular	  stress	  due	  to	  loss	  of	  
tissue	  integrity.	  We	  also	  observed	  a	  small	  number	  of	  individual	  cells	  in	  cor4	  mutants	  
that	  appear	  to	  have	  decreased	  levels	  of	  Sqh,	  suggesting	  that	  myosin	  organization	  is	  
abnormal	  in	  some	  AS	  cells	  (Fig.	  3.6B’	  asterisk).	  The	  assembly	  of	  actomyosin	  
complexes	  is	  important	  for	  regulating	  the	  pulsating	  contractile	  forces	  that	  originate	  
in	  the	  AS	  to	  move	  the	  AS	  downward	  into	  the	  body	  cavity	  of	  the	  embryo	  as	  the	  DME	  
elongates	  and	  migration	  progresses	  toward	  the	  midline.	  These	  processes	  happen	  
simultaneously	  and	  loss	  of	  either	  chemical	  or	  mechanical	  components	  in	  either	  
tissue	  leads	  to	  failure	  in	  dorsal	  closure.	  Consistent	  with	  this	  interdependence,	  we	  
observed	  defects	  in	  Sqh	  organization	  in	  the	  DME	  of	  cor4	  and	  Nrx-­‐IV4304	  mutants	  
indicating	  that	  assembly	  of	  the	  actomyosin	  cable	  is	  disrupted	  (Fig.	  3.6	  compare	  A’	  
with	  B’	  and	  D’’)	  We	  also	  observed	  a	  scalloped	  leading	  edge	  of	  the	  DME	  (Fig.	  3.6,	  
arrowheads)	  suggesting	  that	  the	  loss	  of	  SJ	  proteins	  along	  the	  lateral	  membrane	  
leads	  to	  decreased	  tension	  within	  the	  DME.	  These	  findings	  indicate	  that	  there	  is	  
disorganization	  of	  both	  the	  AS	  and	  the	  epidermis	  in	  SJ	  mutant	  animals	  suggesting	  a	  
role	  for	  SJ	  proteins	  in	  maintaining	  the	  integrity	  of	  the	  AS	  and	  DME	  during	  DC.	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Identifying	  a	  defect	  arising	  within	  the	  AS	  was	  surprising	  since	  SJ	  proteins	  
have	  not	  been	  identified	  as	  being	  expressed	  within	  this	  tissue.	  Using	  antibodies	  
targeting	  Cor,	  Nrx-­‐IV,	  Mcr,	  Nrg,	  Kune,	  and	  Cont,	  we	  determined	  that	  each	  of	  these	  
proteins	  is	  present	  in	  the	  AS	  at	  stage	  13,	  the	  start	  of	  DC	  (Fig.	  3.7).	  Mcr,	  Kune,	  and	  
Nrx-­‐IV(Fig.	  3.7A”,	  B’,	  and	  C’)	  have	  the	  strongest	  staining	  followed	  by	  Nrg	  and	  Cont	  
(Fig.	  3.7C”,	  B”)	  and	  all	  localize	  to	  the	  membrane.	  Cor	  was	  observed	  at	  low	  levels	  and	  
remains	  diffuse	  throughout	  the	  cytoplasm	  (Fig.	  3.7A’)	  
Using	  immunohistochemistry	  we	  examined	  the	  activation	  of	  JNK	  signaling	  in	  
the	  DME	  in	  a	  pucE69	  enhancer	  trap	  line	  with	  a	  LacZ	  reporter	  in	  the	  endogenous	  puc	  
gene,	  as	  a	  readout	  (Martín-­‐Blanco	  1998).	  In	  pucE69	  expressing	  animals,	  we	  see	  that	  
Puc	  is	  expressed	  indicating	  that	  JNK	  signaling	  is	  activated	  (Fig.	  3.8).	  In	  stage	  13	  and	  
16	  wild	  type	  animals,	  we	  see	  the	  Puc	  positive	  cells	  are	  ordered	  and	  regularly	  spaced	  
(Fig.	  3.8A	  and	  B).	  In	  the	  wild	  type	  animals	  and	  the	  SJ	  mutants	  Nrx-­‐IV4304	  and	  
Melanotransferrin2	  (Tsf2KG01571)	  we	  see	  that	  puc	  expression	  is	  active	  in	  DME	  cells	  
(Fig.	  3.8,	  C-­‐F).	  In	  the	  stage	  16	  images,	  we	  chose	  animals	  that	  did	  close	  the	  dorsal	  
hole,	  which	  by	  cuticle	  prep	  would	  not	  be	  scored	  as	  DC	  defective	  due	  to	  the	  absence	  
of	  a	  large	  dorsal	  opening,	  however	  the	  process	  is	  still	  disrupted.	  In	  wild	  type,	  these	  
cells	  align	  directly	  across	  from	  each	  other	  but	  the	  SJ	  mutants	  are	  disorganized	  
where	  Puc	  positive	  cells	  are	  observed	  lining	  up	  behind	  each	  other	  (Fig.	  3.8C-­‐F).	  This	  
result	  could	  be	  due	  to	  bunching	  of	  the	  epidermis,	  abnormal	  cell	  shapes,	  or	  irregular	  
cell	  rearrangements.	  	  
	   To	  eliminate	  any	  secondary	  effects	  due	  to	  the	  use	  of	  the	  pucE69	  line,	  we	  
immunostained	  cor4	  and	  Mcr1	  embryos	  with	  their	  heterozygous	  siblings	  using	  Mcr	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to	  outline	  the	  cells	  and	  Engrailed	  (En)	  to	  label	  the	  posterior	  cells	  of	  each	  segment	  of	  
the	  lateral	  epidermis	  and	  looked	  for	  changes	  in	  the	  number	  of	  En	  positive	  and	  
negative	  cells	  within	  each	  segment	  (Fig.	  3.9).	  In	  the	  heterozygous	  siblings,	  we	  
observed	  on	  average,	  three	  En	  positive	  cells	  per	  segment	  in	  the	  DME	  at	  stage	  13	  
(Fig.	  3.9A	  and	  C).	  SJ	  mutants	  exhibited	  an	  abnormal	  number	  of	  En	  positive	  cells	  in	  
the	  DME	  (Fig.	  3.9B	  and	  D).	  The	  changes	  in	  Mcr1	  animals	  (Fig.	  3.9D)	  typically	  resulted	  
in	  one	  or	  two	  additional	  En	  positive	  cells	  whereas;	  cor4	  mutants	  (Fig.	  3.9B)	  exhibited	  
much	  larger	  disruptions.	  cor4	  mutants	  also	  have	  abnormal	  cell	  shapes	  throughout	  
the	  epidermis,	  raising	  the	  possibility	  that	  in	  the	  absence	  of	  Cor,	  epithelial	  cells	  
cannot	  acquire	  or	  maintain	  the	  proper	  shape.	  This	  data	  suggests	  that	  these	  cells	  are	  
unable	  to	  maintain	  their	  correct	  position	  in	  relationship	  to	  their	  neighbors,	  
indicating	  that	  the	  cells	  do	  not	  follow	  normal	  rearrangements	  during	  
morphogenesis.	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Section	  3.4	  Discussion	  
We	  identified	  an	  essential	  developmental	  role	  for	  a	  large	  group	  of	  lateral	  
membrane	  proteins	  in	  regulating	  morphogenesis	  that	  eventually	  mature	  to	  form	  the	  
SJ	  at	  stage	  16	  of	  embryogenesis.	  We	  base	  this	  conclusion	  on	  our	  observation	  of	  
terminal	  cuticle	  phenotypes	  that	  show	  clear	  defects	  in	  two	  early	  developmental	  
events,	  dorsal	  closure	  and	  head	  involution,	  and	  a	  large	  number	  of	  animals	  that	  
appear	  to	  lack	  any	  cuticle.	  Using	  immunohistochemistry,	  we	  identified	  that	  a	  
number	  of	  mutant	  embryos	  arrest	  their	  development	  prior	  to	  the	  formation	  of	  a	  
functional	  occluding	  junction.	  In	  addition,	  we	  have	  documented	  that	  these	  SJ	  
proteins	  are	  expressed	  during	  this	  period	  of	  embryonic	  development	  and	  that	  the	  
zygotic	  loss	  of	  SJ	  proteins	  leads	  to	  arrested	  development	  prior	  to	  the	  formation	  of	  
the	  SJ.	  It	  is	  likely	  that	  these	  results	  actually	  underrepresent	  the	  effect	  of	  the	  loss	  of	  SJ	  
genes	  due	  to	  maternally	  contributed	  RNA,	  identified	  by	  modENCODE.	  The	  temporal	  
expression	  of	  SJ	  proteins	  and	  the	  effect	  of	  their	  loss	  on	  morphogenesis	  support	  the	  
idea	  that	  these	  proteins	  regulate	  essential	  cellular	  level	  mechanisms	  that	  facilitate	  
the	  execution	  of	  morphogenetic	  processes	  prior	  to	  their	  role	  as	  an	  occluding	  
junction.	  
SJ	  proteins	  regulate	  morphogenesis	  throughout	  the	  life	  cycle	  of	  the	  fly.	  Our	  
evidence	  clearly	  shows	  that	  every	  SJ	  gene	  is	  required	  for	  head	  involution	  and	  many	  
also	  contribute	  to	  DC.	  It	  is	  also	  likely	  that	  SJ	  genes	  are	  involved	  in	  imaginal	  disc	  
morphogenesis.	  We	  previously	  found	  that	  loss	  of	  Mcr,	  when	  combined	  with	  a	  
hypomorphic	  allele	  of	  br,	  results	  in	  defects	  in	  leg	  elongation	  (Ward,	  Evans,	  and	  
Thummel	  2003).	  This	  process	  of	  leg	  elongation	  is	  driven	  by	  changes	  in	  cell	  shape	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and	  rearrangements	  that	  are	  regulated	  by	  modulating	  the	  actin	  cytoskeleton	  (Ward,	  
Evans,	  and	  Thummel	  2003).	  Additionally,	  during	  prehair	  extension	  in	  the	  pupal	  
wing,	  there	  is	  a	  transient	  polarization	  of	  the	  tricellular	  junction	  protein	  Gliotactin	  
and	  of	  Cor	  (Venema,	  Zeev-­‐Ben-­‐Mordehai,	  and	  Auld	  2004).	  This	  polarization	  results	  
in	  the	  alignment	  of	  these	  two	  junctional	  proteins	  along	  the	  A/P	  cell	  boundaries.	  
Prior	  to	  and	  immediately	  following	  this	  event,	  they	  appear	  stably	  localized	  to	  the	  SJ,	  
similar	  to	  their	  localization	  at	  stage	  16	  of	  embryogenesis.	  Loss	  of	  either	  Cor	  or	  Gli	  
during	  this	  developmental	  event	  results	  in	  abnormal	  alignment	  of	  the	  wing	  bristles	  
(Venema,	  Zeev-­‐Ben-­‐Mordehai,	  and	  Auld	  2004).	  Our	  findings	  combined	  with	  
evidence	  in	  the	  literature	  support	  the	  idea	  that	  SJ	  proteins	  are	  involved	  in	  
morphogenesis	  throughout	  development	  by	  regulating	  cell	  shape	  changes,	  cell	  
rearrangements,	  and	  planar	  polarity.	  
Our	  study	  of	  salivary	  gland	  organogenesis	  has	  further	  supported	  the	  finding	  
that	  SJ	  genes	  contribute	  to	  cell	  shape	  changes	  and	  cell	  rearrangements.	  Loss	  of	  Mcr,	  
Kune,	  and	  Cont	  leads	  to	  abnormal	  organ	  and	  lumen	  shape	  (Fig.	  3.4).	  These	  
phenotypes	  are	  due	  to	  defects	  in	  cell	  shape	  and	  cell	  rearrangements	  in	  the	  
developing	  SG	  (Fig.	  3.5,	  Table	  3.3).	  Of	  the	  SJ	  mutant	  animals	  we	  examined,	  we	  
observed	  a	  decrease	  in	  apical	  and	  increase	  in	  lateral	  membrane	  lengths	  associated	  
with	  abnormal	  gland	  morphology	  (Table	  3.3).	  	  
Currently,	  two	  genes	  have	  been	  identified	  as	  being	  involved	  in	  regulating	  
apical	  membrane	  length	  during	  SG	  organogensis,	  Pak1	  and	  Rho1.	  Defects	  in	  these	  
genes	  results	  in	  abnormal	  SG	  lumen	  size	  and	  shape	  (Pirraglia,	  Walters,	  and	  Myat	  
2010;	  N.	  Xu	  et	  al.	  2011).	  Pak1	  was	  shown	  to	  regulate	  the	  size	  of	  the	  apical	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membrane	  along	  the	  P/D	  axis	  of	  the	  SG	  by	  regulating	  the	  stabilization	  and	  
localization	  of	  E-­‐cadherin	  at	  the	  AJ	  (Pirraglia,	  Walters,	  and	  Myat	  2010).	  In	  the	  
absence	  of	  Pak1,	  endocytosis	  is	  disrupted	  leading	  to	  an	  inability	  to	  decrease	  the	  
apical	  membrane	  domain	  during	  cell	  rearrangements	  resulting	  in	  an	  increase	  in	  
apical	  surface	  to	  more	  than	  twice	  normal	  size	  (Pirraglia,	  Walters,	  and	  Myat	  2010).	  
This	  phenotype	  is	  different	  from	  that	  of	  Rho1	  mutants,	  which	  exhibit	  a	  failure	  to	  
elongate	  the	  apical	  membrane	  along	  the	  P/D	  length	  of	  the	  gland	  (N.	  Xu	  et	  al.	  2011).	  
Our	  observations,	  taken	  together	  with	  the	  data	  presented	  by	  Pirraglia	  et	  al,	  (2010)	  
and	  Xu	  et	  al.,	  (2011)	  raise	  the	  possibility	  that	  a	  subset	  of	  SJ	  proteins	  may	  function	  
along	  the	  lateral	  membrane	  to	  regulate	  cross	  talk	  between	  the	  Rho1	  and	  Pak1	  
pathways	  during	  SG	  organogenesis	  to	  regulate	  cell	  shape	  changes	  that	  facilitate	  
cellular	  rearrangements.	  It	  will	  be	  informative	  to	  examine	  vesicle	  trafficking	  during	  
salivary	  gland	  organogenesis	  to	  determine	  if	  a	  group	  of	  SJ	  proteins	  contribute	  to	  
trafficking,	  in	  a	  manner	  similar	  to	  SJ	  biogenesis.	  
We	  identified	  that	  defective	  cellular	  rearrangements	  is	  not	  isolated	  to	  the	  
loss	  of	  SJ	  proteins	  in	  SG	  organogenesis	  but	  also	  DC	  in	  cor4	  and	  Mcr1	  mutant	  animals.	  
Upon	  close	  examination,	  we	  identified	  that	  JNK	  signaling	  is	  active	  in	  SJ	  mutants	  but	  
the	  actomyosin	  cable	  appears	  less	  organized	  raising	  the	  possibility	  that	  Dpp	  
signaling	  may	  be	  attenuated	  in	  SJ	  mutants	  (Fig.	  3.8).	  Additionally,	  we	  identified	  
premature	  clusters	  of	  apoptotic	  cells	  and	  abnormal	  myosin	  organization	  in	  the	  AS	  of	  
cor4	  mutants	  (Fig.	  3.6).	  This	  observation	  led	  us	  to	  conclude	  that	  SJ	  proteins	  are	  
broadly	  expressed	  within	  the	  AS	  during	  DC.	  Myosin	  organization	  was	  also	  disrupted	  
in	  the	  DME	  of	  Nrx-­‐IV4304	  and	  cor4	  animals.	  This	  disorganization	  likely	  contributes	  to	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the	  scalloping	  observed	  in	  the	  DME.	  It	  is	  unclear	  at	  this	  time	  which	  of	  these	  
phenotypes,	  or	  tissues,	  is	  causative	  of	  defective	  DC	  or	  if	  it	  is	  an	  accumulation	  of	  
these	  abnormalities	  that	  leads	  to	  failure.	  To	  follow	  up	  on	  these	  findings	  and	  gain	  
further	  understanding	  of	  the	  role	  of	  SJ	  genes	  in	  DC,	  it	  will	  be	  important	  to	  examine	  
the	  loss	  of	  these	  SJ	  components	  in	  a	  tissue-­‐specific	  manner	  using	  the	  GAL4-­‐UAS	  
system.	  Additionally,	  it	  will	  be	  informative	  to	  carefully	  examine	  Dpp	  signaling	  
because	  a	  decrease	  in	  Dpp	  signaling	  would	  contribute	  to	  weak	  actomyosin	  cable	  
assembly	  in	  the	  DME	  in	  addition	  to	  altering	  the	  pulsating	  contractions	  in	  the	  AS.	  	  
The	  process	  of	  dorsal	  closure	  is	  highly	  coordinated	  and	  requires	  
communication	  between	  the	  AS	  and	  epithelium	  that	  leads	  to	  pulsing	  and	  ratcheting	  
behaviors	  of	  the	  AS	  cells.	  These	  physical	  changes	  result	  in	  the	  propagation	  of	  forces	  
throughout	  the	  AS	  that	  drives	  the	  tissue	  down	  into	  the	  embryo	  while	  the	  epithelium	  
coordinately	  migrates	  toward	  the	  dorsal	  midline	  (Peralta	  et	  al.	  2007;	  Blanchard	  et	  
al.	  2010;	  Millard	  and	  Martin	  2008;	  Jacinto	  et	  al.	  2000).	  This	  propagation	  of	  force	  
must	  be	  stabilized	  at	  the	  lateral	  membrane	  to	  preserve	  the	  integrity	  of	  tissue.	  
Similarly,	  during	  SG	  migration	  and	  cell	  rearrangement,	  cells	  must	  maintain	  contact	  
and	  properly	  distribute	  cellular	  tension	  to	  facilitate	  cell	  movement.	  We	  hypothesize	  
that	  SJ	  proteins	  function	  as	  cell	  adhesion	  molecules	  that	  extend	  along	  the	  lateral	  
membrane	  of	  AS	  cells	  during	  DC	  and	  SG	  organogenesis	  to	  stabilize	  cell-­‐cell	  contacts,	  
allowing	  for	  a	  uniform	  and	  stable	  propagation	  of	  forces	  within	  the	  tissue.	  In	  the	  
absence	  of	  these	  proteins,	  cells	  adjacent	  to	  highly	  dynamic	  cells	  would	  experience	  
abnormal	  stress,	  in	  turn	  undergoing	  apoptosis	  or	  migrating	  abnormally.	  An	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examination	  of	  the	  AS,	  using	  targeted	  laser	  ablation	  will	  provide	  insight	  into	  the	  role	  
of	  SJ	  proteins	  in	  stabilizing	  cell-­‐cell	  contacts	  and	  force	  propagation	  during	  DC.	  	  
It	  is	  important	  to	  note	  that	  there	  appears	  to	  be	  differences	  in	  the	  response	  to	  
the	  loss	  of	  specific	  SJ	  proteins.	  In	  the	  SG,	  Contex956	  and	  Nrg14	  mutants	  do	  not	  display	  
defects	  in	  lateral	  or	  apical	  membrane	  lengths	  as	  Mcr1	  and	  KuneC309	  mutants.	  (Table	  
3.3).	  However,	  they	  all	  have	  defects	  in	  cellular	  rearrangements,	  suggesting	  these	  
groups	  regulate	  different	  mechanisms	  that	  contribute	  to	  cellular	  rearrangements	  
during	  SG	  organogenesis	  (Table	  3.3).	  Our	  cuticle	  data	  examining	  head	  involution	  
and	  DC	  also	  shows	  variation	  in	  the	  penetrance	  of	  each	  phenotype	  among	  the	  
different	  lines	  examined,	  for	  example	  27.6%	  of	  cor4	  mutants	  were	  found	  to	  be	  
defective	  in	  DC	  compared	  to	  5.1%	  of	  animals	  mutant	  for	  KuneC309	  (Table	  3.1).	  These	  
differences	  clearly	  show	  that	  there	  is	  not	  simply	  one	  clear	  phenotype	  that	  applies	  to	  
each	  and	  every	  mutant	  line.	  This	  variation	  could	  be	  due	  to	  maternal	  contribution,	  as	  
stated	  earlier,	  or	  it	  could	  suggest	  that	  SJ	  proteins	  function	  in	  subcomplexes	  during	  
different	  developmental	  time	  points.	  While	  SJ	  proteins	  are	  highly	  stable	  and	  
localized	  to	  the	  region	  of	  the	  SJ	  late	  in	  embryogenesis,	  they	  exhibit	  a	  broad	  
localization	  along	  the	  lateral	  membrane	  prior	  to	  SJ	  biogenesis.	  At	  the	  start	  of	  the	  
assembly	  of	  the	  SJ,	  these	  proteins	  are	  dynamically	  trafficked	  within	  the	  cell	  while	  
morphogenetic	  events	  such	  as	  DC,	  head	  involution,	  and	  SG	  organogenesis	  are	  taking	  
place,	  prior	  to	  localizing	  to	  the	  junction.	  We	  propose	  that	  prior	  to	  the	  formation	  of	  
the	  junction	  and	  later	  in	  development,	  SJ	  proteins	  are	  deployed	  as	  subcomplexes	  to	  
carry	  out	  specific	  functions	  such	  as	  cell	  signaling,	  vesicle	  trafficking,	  and	  planar	  
polarity.	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The	  developmental	  events	  we	  examined	  all	  occur	  prior	  to	  the	  formation	  of	  a	  
functional	  occluding	  junction.	  Therefore,	  the	  function	  of	  SJ	  proteins	  in	  
morphogenesis	  is	  independent	  of	  their	  role	  in	  the	  occluding	  junction.	  These	  findings	  
open	  interesting	  lines	  of	  questioning	  for	  the	  field	  regarding	  the	  fundamental	  cell	  
biological	  role	  of	  this	  large	  group	  of	  lateral	  membrane	  proteins	  that	  coalesce	  into	  
the	  SJ.	  After	  examining	  our	  results,	  it	  is	  interesting	  to	  step	  back	  and	  examine	  the	  
frame	  in	  which	  the	  occluding	  junctions	  of	  vertebrates	  and	  invertebrates	  have	  been	  
compared.	  These	  structures	  are	  functionally	  analogous	  and	  have	  some	  molecular	  
components	  that	  are	  conserved;	  yet	  they	  are	  not	  equivalent.	  If	  we	  expand	  our	  
thinking	  of	  the	  role	  of	  these	  proteins	  as	  having	  a	  larger	  function	  in	  regulating	  
cellular	  and	  tissue	  events	  along	  the	  entire	  lateral	  membrane,	  it	  is	  possible	  that	  we	  
will	  uncover	  a	  conserved	  function	  of	  these	  lateral	  membrane	  proteins	  that	  extend	  
beyond	  their	  occluding	  function.	  It	  will	  be	  interesting	  to	  examine	  vertebrate	  
orthologs	  of	  SJ	  proteins	  to	  test	  if	  this	  control	  of	  morphogenesis	  is	  conserved.	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Section	  3.5	  Materials	  and	  Methods	  
Drosophila	  strains	  
Our	  analysis	  included	  the	  use	  of	  the	  following	  SJ	  mutant	  strains:	  cor4	  (Ward,	  
Lamb,	  and	  Fehon	  1998),	  cor5	  (Ward	  et	  al.	  2001),	  fasIIIE25,	  kuneC309	  (Nelson,	  Furuse,	  
and	  Beitel	  2010),	  LacG00044,	  P{EPgy2}EY07421	  (hereafter	  McrEY07421),	  Nrg14	  (S.	  G.	  Hall	  
and	  Bieber	  1997),	  Nrg17	  (Paul	  et	  al.	  2003),	  nrv2ZCL1649	  (Buszczak	  et	  al.	  2007),	  Nrx-­‐
IV4304	  (Baumgartner	  et	  al.	  1996),	  Tsf2KG01571	  (Tiklová	  et	  al.	  2010),	  w1118,	  apterous	  
(ap)-­‐Gal4,	  daughterless	  (da)-­‐Gal4,	  actin	  (act)-­‐Gal4,	  UAS-­‐Lach	  RNAi	  (38895),	  UAS-­‐
NrvRNAi	  (28666),	  UAS-­‐SinuRNAi	  (38258),	  UAS-­‐ContRNAi	  (28923),	  all	  received	  from	  
the	  Bloomington	  Drosophila	  Stock	  Center	  (BDSC),	  Bloomington,	  IN,	  USA,	  Mcr1	  (Hall	  
et	  al.,	  2014),	  Contex956	  (Faivre-­‐Sarrailh	  et	  al.	  2004)	  obtained	  from	  Manzoor	  Bhat	  
(University	  of	  North	  Carolina,	  Chapel	  Hill,	  NC,	  USA).	  Nrg-­‐GFP	  FlyTrap	  line	  G00305	  
and	  Nrx-­‐IV-­‐GFP	  FlyTrap	  line	  CA06597	  were	  obtained	  from	  the	  FlyTrap	  consortium	  
(Yale	  University	  School	  of	  Medicine,	  New	  Haven,	  CT,	  USA)	  (Morin	  et	  al.	  2001).	  fkh-­‐
GAL4,	  UAS-­‐GFP	  (L.	  Wang	  et	  al.	  2008)	  was	  obtained	  from	  Arash	  Bashirullah	  
(University	  of	  Wisconsin,	  Madison,	  WI,	  USA).	  UAS-­‐Nrg-­‐RNAi	  (v107991),	  UAS-­‐
NrxRNAi	  (v8353),	  UAS-­‐CorRNAi	  (v9787),	  UAS-­‐Mcr-­‐RNAi	  (v100197),	  UAS-­‐AtpaRNAi	  
(v100619),	  UAS-­‐KuneRNAi	  (v3962),	  UAS-­‐VariRNAi	  v24156),	  were	  all	  obtained	  from	  
Vienna	  Drosophila	  RNAi	  Center	  (VDRC),	  Vienna,	  Austria	  (Dietzl	  et	  al.	  2007)	  
	  
Immunohistochemistry	  and	  Immunoblotting	  
Embryos	  were	  prepared	  for	  antibody	  staining	  following	  methods	  described	  
by	  Fehon	  et	  al.,	  (1991).	  Embryonic	  staging	  was	  determined	  using	  DAPI,	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morphological	  markers	  including	  formation	  of	  the	  gut,	  ventral	  furrow,	  segmental	  
grooves,	  and	  head	  development.	  Immunostaining	  was	  completed	  using	  the	  
following	  primary	  antibody	  dilutions:	  rat	  anti-­‐α-­‐Catenin	  (clone	  Dcat1,	  DSHB)	  1:10,	  
mouse	  anti-­‐α-­‐Spectrin	  (clone	  3A9,	  DSHB)	  1:16,	  mouse	  anti-­‐Atpα	  (clone	  a5,	  DSHB)	  
1:50,	  mouse	  anti-­‐Cor	  (clones	  C556.9	  and	  C615.16,	  DSHB)	  1:50,	  mouse	  anti-­‐Crb	  
(clone	  Cq4	  concentrate,	  DSHB)	  1:50,	  rat	  anti-­‐DE-­‐Cadherin	  (clone	  DCAD2,	  DSHB)	  
1:16,	  mouse	  anti-­‐Dlg	  (clone	  4F3,	  DSHB)	  1:10,	  mouse	  anti-­‐Fasciclin	  3	  (clone	  7G10,	  
DSHB)	  1:100,	  mouse	  anti-­‐Nrv	  (clone	  Nrv5F7,	  DSHB)	  1:50	  from	  the	  Developmental	  
Studies	  Hybridoma	  Bank	  (DSHB)	  at	  the	  University	  of	  Iowa.	  Rabbit	  anti-­‐Cont	  
[(Faivre-­‐Sarrailh	  et	  al.,	  2004)	  1:1600	  and	  mouse	  anti-­‐Nrx-­‐IV	  1:400	  (Baumgartner	  et	  
al.	  1996)	  gifts	  from	  Manzoor	  Bhat,	  University	  of	  Texas	  Health	  Sciences	  Center,	  San	  
Antonio,	  TX,	  USA],	  guinea	  pig	  anti-­‐Mcr	  (Hall	  et	  al.,	  2014)	  1:400,	  guinea	  pig	  anti-­‐Mtf	  
[(Tiklova	  et	  al.,	  2010)	  gift	  from	  Christos	  Samakovlis,	  Stockholm	  University,	  
Stockholm,	  Sweden]	  1:500,	  mouse	  anti-­‐Nrg	  [clone	  1B7	  (Bieber	  et	  al.	  1989)	  gift	  from	  
Nipam	  Patel,	  University	  of	  California,	  Berkeley,	  Berkeley,	  CA,	  USA]	  1:10,	  mouse	  anti-­‐
Uif	  (Hall	  et	  al.,	  2014)	  1:800,	  rabbit	  anti-­‐GFP	  (Clontech,	  632677)	  1:800,	  DAPI	  1:800.	  
Secondary	  antibodies	  (Jackson	  ImmunoResearch	  Laboratories)	  were	  used	  at	  1:800.	  
Images	  were	  obtained	  using	  an	  Olympus	  FV1000	  confocal	  microscope	  equipped	  
with	  Fluoview	  software.	  ImageJ	  (Schneider,	  Rasband,	  and	  Eliceiri	  2012)	  was	  used	  
for	  cropping	  and	  rotation	  of	  photomicrographs	  used	  to	  compile	  figures	  in	  Adobe	  
Illustrator	  (version	  CS6).	  	  
	  
Quantitative	  Cuticle	  Analysis	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Eggs	  were	  collected	  on	  AJ	  agar	  for	  four	  hours	  and	  subsequently	  aged	  for	  48	  
hours.	  Embryos	  were	  collected	  that	  failed	  to	  crawl	  away	  after	  the	  48	  hour	  window.	  
The	  embryos	  were	  placed	  on	  slides,	  dechorionated,	  mounted	  in	  Hoyer’s	  medium,	  
and	  stored	  on	  a	  slide	  warmer	  overnight.	  	  
	  
Lethal	  Phase	  Analysis	  
Experiment	  was	  conducted	  to	  determine	  the	  stage	  at	  which	  mutant	  embryos	  
arrest	  their	  development.	  All	  Drosophila	  melanogaster	  lines	  were	  crossed	  to	  
balancers	  with	  a	  YFP	  marker	  for	  unambiguous	  identification	  of	  mutant	  and	  non-­‐
mutant	  embryos.	  Embryos	  were	  collected	  on	  apple	  juice	  agar	  plates	  with	  a	  smear	  of	  
yeast	  paste	  for	  1hr	  and	  aged	  for	  17	  hours	  at	  25°C.	  Embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  
as	  described	  by	  Fehon	  et	  al.,	  1991	  using	  a	  modified	  rotational	  speed	  of	  150rpm	  to	  
prevent	  shearing	  of	  the	  mutant	  embryos.	  Fisher’s	  Exact	  Test	  was	  used	  for	  statistical	  
analysis.	  
	  
Organogenesis	  morphometric	  analysis	  and	  nuclear	  quantification	  
Confocal	  Z-­‐series	  were	  collected	  of	  lateral	  view	  stage	  16	  salivary	  glands	  and	  
analyzed	  as	  previously	  described	  (Chung	  and	  Andrew	  2014).	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Section	  3.6	  Figures	  
	  
Figure	  3.1	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Figure	  3.1	  	  
Mutations	  in	  SJ	  genes	  leads	  to	  defects	  in	  head	  involution	  and	  dorsal	  closure.	  
Cuticle	  preparations	  of	  a	  w1118	  (wild	  type)	  embryo	  (A),	  SJ	  mutant	  embryos	  (B,	  D,	  F,	  
H,	  J,	  K,	  L,	  N,	  and	  O),	  transheterozygote	  embryos	  (E,	  I,	  and	  M),	  and	  ActGal4>SJ	  RNAi	  
lines	  (C,G),	  all	  positioned	  with	  the	  anterior	  to	  the	  right	  and	  posterior	  to	  the	  left.	  The	  
dorsal	  surface	  is	  positioned	  up	  or	  facing.	  Note	  the	  severe	  defects	  in	  head	  involution	  
marked	  by	  arrows	  (E	  and	  M),	  defect	  in	  head	  skeleton	  morphology	  designated	  by	  
arrowhead	  (H),	  and	  dorsal	  holes	  marked	  by	  asterisks.	  Scale	  bars	  100um.	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Figure	  3.2	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Figure	  3.2	  	  
SJ	   mutant	   animals	   arrest	   their	   development	   prior	   to	   the	   formation	   of	   a	  
functional	   occluding	   junction.	  Confocal	  optical	  sections	  of	  embryos	  stained	  with	  
alpha-­‐spectrin	   and	   DAPI	   (A)	   were	   staged	   using	   morphological	   markers.	   Mutant	  
embryos	  were	  observed	  that	  failed	  to	  secrete	  a	  cuticle	  before	  stage	  17	  (A’)	  and	  that	  
arrested	  development	  at	  various	  developmental	  time	  points	  (B,	  C,	  and	  D).	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Figure	  3.3	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Figure	  3.3	  
SJ	  proteins	  are	  expressed	  and	  associated	  with	  the	  membrane	  at	  stage	  10	  of	  
embryogenesis.	  Confocal	  sections	  of	  stage	  10	  and	  11	  w1118embryos	  demonstrate	  
that	  Contactin	  (A),	  Cor	  (B),	  Kune	  (C),	  Mcr	  (D),	  Nrg	  (E),	  and	  Nrx-­‐IV(C’)	  are	  expressed	  
in	  the	  epithelium,	  where	  they	  appear	  to	  be	  associated	  with	  the	  membrane.	  	  
	  
	   	  
	  
	   97	  
Figure	  3.4	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Figure	  3.4	  	  
SJ	  mutant	  salivary	  glands	  exhibit	  abnormal	  morphology.	  
(A-­‐F)	  Confocal	  optical	  sections	  were	  selected,	  from	  z-­‐stacks	  used	  for	  quantification	  
of	  SG	  phenotypes,	  that	  revealed	  the	  largest	  number	  of	  cells	  in	  cross-­‐section	  with	  the	  
lumen	  stained	  with	  Atp-­‐alpha	  (A’-­‐F’)	  to	  outline	  cells	  and	  Uif	  (A”-­‐F”)	  to	  mark	  the	  
apical	  membrane	  in	  contact	  with	  the	  lumen.	  w1118	  (A)	  SGs	  have	  elongated	  glands	  
with	  most	  cells	  visible	  at	  a	  single	  cross-­‐section	  compared	  to	  Contex956	  (B),	  kuneC309	  
(C),	  and	  Mcr1	  glands.	  Nrg14	  glands	  have	  a	  similar	  elongation	  as	  wild	  type.	  Scale	  bars:	  
20um	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Figure	  3.5	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Figure	  3.5	  
Mutations	  in	  SJ	  genes	  lead	  to	  abnormal	  cellular	  rearrangements	  during	  SG	  
organogenesis.	  Confocal	  z-­‐series	  rendered	  in	  xz	  transverse	  cross-­‐section	  stained	  
with	  Uif	  to	  mark	  the	  apical	  membrane	  in	  contact	  with	  the	  lumen	  and	  DAPI	  to	  label	  
the	  nuclei	  reveals	  a	  higher	  number	  of	  cells	  in	  (B)	  Contex956,(C)	  kunec309,	  (D)	  Mcr1,	  and	  
(E)	  fkh>McrRNAi	  but	  not	  (E)	  Nrg14	  SGs	  when	  compared	  to	  (A)	  w1118.	  Scale	  bars:	  100	  
pixels.	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Figure	  3.6	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Figure	  3.6	  	  
Loss	  of	  coracle	  and	  Neurexin-­‐IV	  leads	  to	  abnormal	  DME	  organization	  and	  a	  loss	  
of	  AS	  integrity.	  Confocal	  sections	  of	  stage	  13	  embryos	  immunostained	  with	  DE-­‐Cad	  
and	  Sqh	  show	  (A)	  w1118	  embryos	  have	  an	  organized	  DME	  with	  DE-­‐Cad	  (A’)	  at	  the	  
leading	  edge	  and	  evenly	  spaced	  clusters	  of	  Sqh	  (A”)	  indicating	  that	  migration	  of	  the	  
lateral	  epidermis	  is	  uniform.	  In	  comparison,	  animals	  mutant	  for	  cor	  (B)	  	  and	  Nrx-­‐IV	  
(D)	  show	  scalloping	  of	  the	  DME	  (arrowheads)	  when	  stained	  with	  DE-­‐Cad	  (B’	  and	  D’).	  
Slight	  scalloping	  of	  the	  DME	  is	  also	  observed	  in	  (C’)	  Mcr1.	  Sqh	  staining	  (A”-­‐D”)	  
reveals	  regions	  of	  apoptotic	  cells	  (B”,	  arrow)	  and	  individual	  cells	  in	  cor4	  (B)	  animals	  
that	  appear	  to	  lack	  medial	  apical	  Sqh	  staining	  (B”,	  asterisk).	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Figure	  3.7	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Figure	  3.7	  	  
SJ	  proteins	  are	  expressed	  in	  the	  AS	  at	  the	  start	  of	  DC.	  Confocal	  sections	  of	  stage	  
12	  w1118embryos	  demonstrate	  that	  Cor	  (A’),	  Mcr	  (A”),	  Kune	  (B’),	  Cont	  (B”),	  Nrx-­‐
IV(C’)	  and	  Nrg	  (C”)	  are	  expressed	  in	  the	  AS,	  where	  they	  appear	  to	  be	  associated	  with	  
the	  membrane.	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Figure	  3.8	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Figure	  3.8	  	  
JNK	  signaling	  is	  active	  in	  SJ	  mutant	  animals.	  	  
Embryos	   immunostained	   with	   β-­‐gal	   (A-­‐F,	   green),	   to	   label	   the	   expression	   of	   LacZ	  
from	  the	  enhancer	  trap	  at	  the	  puc	  locus,	  and	  Fas3	  (A-­‐F,	  red)	  to	  outline	  cells	  indicates	  
that	   puc	   is	   expressed	   in	   the	   DME	  w1118	   (A’),	  Nrx-­‐IV4304	  (C’),	  and	   Tsf2KG01571	   (E’)	   at	  
stage	   13	   when	   JNK	   activation	   is	   required.	   Organization	   of	   puc	   expressing	   cells	  
appears	   abnormal	   in	   the	   SJ	   mutants	   (E’,	   arrow).	   DC	   defects	   are	   present	   at	   a	  
moderate	   level	   in	  Nrx-­‐IV4304	  and	  Tsf2KG01571	  mutants.	   At	   stage	   16,	   animals	   selected	  
due	  to	  successful	  closure,	  demonstrate	  puckering	  and	  misalignment	  at	   the	  midline	  
(compare	  D	  and	  F	  with	  A)	  indicating	  that	  DC	  has	  not	  occurred	  correctly.	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Figure	  3.9	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Figure	  3.9	  	  
SJ	  mutant	  animals	  exhibit	  abnormal	  cellular	  rearrangements	  and	  cell	  shapes	  
in	  the	  epithelium	  during	  DC.	  Animals	  heterozygous	  for	  either	  cor4	  (A)	  or	  Mcr1	  (C)	  
were	  compared	  to	  their	  homozygous	  siblings	  (B	  and	  D)	  immunostained	  for	  En	  to	  
label	  the	  posterior	  cells	  (red	  and	  A’-­‐D’)	  and	  Mcr	  (green	  and	  A”-­‐D”).	  Animals	  with	  
mutations	  in	  cor	  and	  Mcr	  exhibit	  an	  increased	  number	  of	  En	  positive	  cells	  (brackets	  
B	  and	  D)	  at	  the	  DME,	  indicating	  that	  these	  cells	  do	  not	  maintain	  their	  position	  as	  the	  
three	  most	  posterior	  cells	  in	  each	  segment,	  as	  observed	  in	  the	  heterozygotes	  
(compare	  A’	  and	  C’	  to	  B’	  and	  D’).	  Additionally,	  cor4	  (B”)	  and	  Mcr1	  (D”)	  mutants	  
exhibit	  abnormally	  shaped	  lateral	  epithelial	  cells	  that	  do	  not	  maintain	  the	  elongated	  
and	  organized	  structure	  of	  their	  heterozygous	  siblings	  (A”	  and	  C”),	  indicating	  that	  SJ	  
proteins	  play	  a	  role	  in	  acquiring	  or	  maintaining	  proper	  cell	  shape	  during	  DC.	  
	   	  
	  




	   	  
!! Empty!Phenotype!(%)! Dorsal!Closure!Defec8ve!(%)! Head!Involu8on!Defec8ve!(%)!
cont[ex956], 22.4%+%8.6% 5.9%+%1.4% 68.7%+%27.1%
Df(3R)BSC146,/,cont[ex956], 21.3%+%13.8% 6.2%+%1.9% 46.2%+%14.6%
cor[4], 53.5%+%4.5% 27.6%+%2.9% 80.5%+%17.3%
kune[C309] 50.7%+%4.5% 5.1%+%5.7% 87.2%+%12.8%
Df(2R)BSC696 / kune[C309] 31.4%+%8.0% 6.3%+%2.6% 55.8%+%20.0%
Lac[G00044] 61.5%+%12.0% 2.6%+%2.5% 81.4%+%25.4%
Df(2R)BSC305 / Lac[G00044] 42.9%+%10.7% 5.5%+%2.7% 78.1%+%5.1%
Mcr[1] 47.3%+%19.3% 19.5%+%11.2% 97.5%+%4.2%
Mcr[EY07421] 28.9%+%6.5% 1.1%+%1.2% 74.7%+%15.9%
Nrg[17] 64.6%+%26.8% 1.6%+%1.4% 99.6%+%0.6%
Act5c>nrgRNAi 73.3%+%33.0% 0.9%+%1.3% 72.6%+%15.1%
nrv2[ZCL1649] 26.4%+%16.9% 3.0%+%2.1% 96.9%+%6.3%
Nrx-IV[4304] 25.4%+%16.1% 41.4%+%16.9% 95.8%+%3.8%
Tsf2[KG01571] 26.2%+%27.3% 5.2%+%3.6% 100%+%0%
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Table	  3.1	  
All	   SJ	   mutant	   lines	   show	   some	   penetrance	   of	   head	   involution	   and	   dorsal	  
closure	  defects.	  Mean	  +	  s.e.m.	  from	  a	  minimum	  of	  three	  independent	  experiments.	  
	   	  
	  









Contex956/TM6b YFP  

  
cor4/CyO YFP  
kuneC309  




LacG00044/CyO YFP  
Mcr1  
Mcr1/CyO YFP  
McrEY07421  
McrEY07421/CyO YFP  
Tsf2KG01571  	
Tsf2KG01571/TM6b YFP  
Nrg14  
Nrg14/FM7c YFP  
nrv2ZCL1649  
nrv2ZCL1649/CyO YFP 	 
Nrx-IV4304  
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Table	  3.2	  
SJ	  homozygous	  mutant	  animals	  show	  a	  statistically	  different	  percentage	  of	  
arrested	  development	  than	  their	  heterozygous	  siblings,	  except	  LacG00044	  
animals.	  *	  p	  <	  0.05,	  **	  p	  <	  0.001,	  ***	  p	  <	  0.00001	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Table	  3.3	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Table	  3.3	  
Mcr1	  and	  KuneC309	  SGs	  have	  decreased	  apical	  and	  increased	  lateral	  
membranes.	  *	  p<	  0.05,	  **p	  <	  0.001,	  p	  <	  0.0001	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Section	  4.1	  Concluding	  remarks	  and	  future	  directions	  
Our	  findings	  provide	  insight	  into	  the	  requirement	  for	  SJ	  proteins	  during	  
morphogenesis	  and	  raise	  a	  number	  of	  interesting	  questions	  for	  the	  field	  to	  explore.	  
In	  chapter	  II,	  we	  identified	  a	  novel	  core	  component	  of	  the	  SJ,	  Macroglobulin	  
complement	  related	  (Mcr),	  in	  a	  screen	  for	  imaginal	  disc	  morphogenesis.	  We	  revealed	  
an	  interdependence	  between	  two	  core	  components	  of	  the	  SJ	  for	  occluding	  function,	  
Neuroglian	  (Nrg)	  and	  Mcr.	  In	  the	  absence	  of	  Mcr,	  Nrg	  is	  no	  longer	  localized	  at	  the	  
membrane	  and	  vice	  versa,	  at	  stage	  16	  of	  embryogenesis.	  Interestingly,	  if	  we	  examine	  
mutant	  embryos	  at	  stage	  10,	  we	  observe	  that	  in	  these	  mutant	  backgrounds,	  the	  
interdependent	  protein	  still	  localizes	  to	  the	  membrane	  but	  is	  gradually	  lost	  during	  
SJ	  biogenesis.	  We	  believe	  this	  suggests	  that	  the	  interdependence	  of	  these	  proteins	  is	  
specific	  to	  their	  role	  in	  the	  SJ	  and	  raises	  the	  possibility	  that	  they	  function	  
independently	  of	  each	  other	  at	  earlier	  stages	  of	  development.	  	  
Additionally,	  we	  identified	  that	  the	  degree	  of	  interdependence	  between	  core	  
components	  of	  the	  SJ	  exhibit	  variation	  based	  upon	  the	  tissue	  being	  examined.	  This	  
finding	  identifies	  a	  need	  for	  future	  analyses	  to	  be	  conducted	  in	  a	  tissue-­‐specific	  
manner	  to	  identify	  physical	  interactions	  and	  to	  further	  understand	  the	  subcellular	  
role	  of	  individual	  SJ	  genes.	  Using	  this	  approach	  will	  also	  allow	  for	  further	  
understanding	  of	  the	  cellular	  function	  of	  genes,	  such	  as	  Mcr,	  that	  have	  roles	  in	  
different	  biological	  processes	  such	  as	  SJ	  organization	  and	  function	  and	  innate	  
immunity.	  
The	  identification	  of	  a	  gene	  involved	  in	  the	  regulation	  of	  paracellular	  flow	  
between	  epithelial	  cells	  also	  involved	  in	  the	  regulation	  of	  morphogenesis	  was	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surprising.	  This	  finding	  brought	  into	  question	  how	  Mcr	  contributes	  to	  
morphogenesis	  and	  if	  this	  was	  a	  pleiotropic	  effect	  of	  Mcr	  or	  a	  broader	  requirement	  
of	  genes	  involved	  in	  the	  SJ.	  A	  careful	  analysis	  of	  the	  literature	  and	  examination	  of	  
terminal	  cuticle	  phenotypes	  revealed	  that	  SJ	  genes	  are	  involved	  in	  morphogenesis	  
throughout	  development	  and	  that	  this	  role	  is	  independent	  of	  their	  function	  in	  the	  SJ.	  
Using	  dorsal	  closure	  (DC)	  and	  salivary	  gland	  (SG)	  organogenesis	  as	  models,	  we	  
concluded	  in	  chapter	  III	  that	  SJ	  proteins	  contribute	  to	  morphogenesis	  by	  regulating	  
cell	  shape	  changes	  and	  rearrangements.	  	  
It	  is	  important	  to	  point	  out,	  however,	  that	  our	  data	  suggests	  that	  not	  all	  SJ	  
genes	  function	  to	  regulate	  both	  cell	  shape	  changes	  and	  rearrangements.	  In	  the	  
context	  of	  SG	  organogenesis,	  we	  observe	  a	  noticeable	  difference	  in	  the	  phenotypes	  
of	  Nrg14	  and	  Contex956	  mutants	  compared	  with	  Mcr1	  and	  KuneC309	  mutant	  animals.	  
This	  variation	  in	  phenotypes	  could	  be	  due	  to	  strength	  of	  the	  allele	  used,	  maternal	  
contribution,	  or	  could	  indicate	  that	  these	  proteins	  function	  in	  subcomplexes	  to	  
regulate	  different	  cellular	  mechanisms.	  Our	  data	  suggests	  that	  Mcr,	  Cont,	  Kune,	  and	  
Nrg	  are	  required	  for	  cellular	  rearrangements	  but	  in	  the	  absence	  of	  Nrg	  and	  Cont,	  cell	  
shape	  is	  not	  dramatically	  altered	  as	  it	  is	  in	  the	  absence	  of	  Mcr	  and	  Kune.	  Using	  this	  
assay	  to	  analyze	  other	  SJ	  mutants,	  it	  will	  be	  possible	  to	  further	  clarify	  how	  SJ	  genes	  
regulate	  cell	  shape	  changes	  or	  rearrangements.	  Identification	  of	  SJ	  genes	  in	  
regulating	  cell	  shape	  changes	  and	  rearrangements	  is	  a	  novel	  finding	  that	  opens	  the	  
field	  to	  new	  lines	  of	  investigation	  of	  the	  roles	  of	  this	  large	  group	  of	  lateral	  
membrane	  proteins	  in	  regulating	  morphogenesis.	  We	  propose	  that	  these	  proteins	  
function	  as	  one	  complex	  or	  as	  multiple	  subcomplexes	  to	  regulate	  adhesion	  along	  the	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lateral	  membrane,	  affecting	  signaling	  through	  vesicle	  trafficking,	  and/or	  directly	  
regulating	  the	  cytoskeleton.	  	  
Recently,	  a	  resource	  was	  created	  by	  Dunst	  et	  al.	  (2015)	  that	  allows	  for	  the	  
examination	  of	  membrane	  trafficking	  using	  endogenously	  labeled	  Rab	  proteins.	  To	  
examine	  the	  role	  of	  SJ	  proteins	  in	  regulating	  signaling	  through	  vesicle	  trafficking,	  it	  
will	  be	  beneficial	  to	  cross	  these	  labeled	  Rab	  lines	  into	  SJ	  mutant	  backgrounds	  to	  
examine	  the	  dynamics	  and	  location	  of	  Rab	  labeled	  vesicles.	  Changes	  in	  Rab	  
localization	  or	  dynamics,	  using	  live	  imaging	  and	  fixed	  tissues,	  would	  suggest	  that	  SJ	  
proteins	  either	  regulate	  the	  trafficking	  of	  Rabs	  or	  possibly	  function	  as	  a	  scaffolding	  
for	  vesicle	  docking.	  This	  examination	  can	  be	  extended	  by	  inhibiting	  trafficking	  using	  
dominant	  negative	  Rabs	  to	  look	  for	  alterations	  in	  the	  trafficking	  and	  localization	  of	  
SJ	  proteins.	  Combined	  with	  co-­‐localization	  studies,	  this	  will	  allow	  for	  further	  
understanding	  of	  how	  SJ	  proteins	  are	  trafficked	  in	  different	  pathways	  at	  different	  
developmental	  time	  periods.	  	  
Another	  promising	  area	  of	  study	  to	  examine	  is	  the	  role	  of	  SJ	  proteins	  in	  
regulating	  cell	  adhesion.	  The	  broad	  lateral	  membrane	  location	  of	  SJ	  proteins,	  prior	  
to	  coalescing	  into	  the	  SJ,	  may	  allow	  for	  this	  large	  group	  of	  transmembrane	  adhesion	  
molecules	  to	  stabilize	  cell-­‐cell	  contacts	  during	  developmental	  events	  that	  require	  
dynamic	  cell	  shape	  changes	  and	  rearrangements.	  This	  may	  aid	  in	  distributing	  forces	  
during	  apical	  membrane	  constriction	  or	  tissue	  level	  force	  propagation	  to	  drive	  
morphogenetic	  events.	  To	  examine	  this	  possibility,	  laser	  ablation	  may	  be	  used	  to	  
measure	  the	  rate	  of	  recoil	  of	  cell	  membranes	  in	  the	  absence	  of	  SJ	  components	  
compared	  with	  wild	  type.	  If	  the	  cells	  are	  less	  adhesive	  in	  the	  absence	  of	  laterally	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localized	  SJ	  components,	  a	  lower	  rate	  of	  recoil	  would	  be	  expected.	  Cell	  adhesion	  is	  a	  
major	  player	  in	  regulating	  cell	  shape	  changes	  and	  cell	  rearrangements.	  We	  suggest	  
that	  the	  dynamic	  relocalization	  of	  SJ	  proteins	  during	  SJ	  biogenesis	  serves	  to	  regulate	  
cell	  adhesion	  by	  modulating	  lateral	  membrane	  stiffness	  during	  cell	  shape	  changes	  
and	  rearrangements.	  
Finally,	  individual	  SJ	  components	  may	  directly	  interact	  with	  cytoskeletal	  
components	  to	  regulate	  cytoskeletal	  dynamics.	  We	  suggest	  further	  examining	  the	  
role	  of	  SJ	  genes	  in	  SG	  morphogenesis	  to	  investigate	  their	  connection	  to	  the	  
cytoskeleton	  during	  morphogenesis.	  Rho1	  was	  identified	  by	  Xu	  et	  al.	  (2008	  and	  
2011)	  to	  regulate	  invagination,	  migration,	  and	  lumen	  size	  of	  the	  SG	  by	  regulating	  
actin	  polymerization	  and	  apical	  membrane	  elongation.	  A	  loss	  of	  Rho1	  results	  in	  a	  
failure	  to	  expand	  the	  apical	  membrane,	  which	  leads	  to	  abnormal	  cellular	  
rearrangements.	  This	  phenotype	  is	  similar	  to	  that	  of	  Mcr1	  and	  KuneC309	  mutants,	  
raising	  the	  possibility	  that	  these	  genes	  function	  in	  the	  same	  or	  redundant	  pathway	  
with	  Rho1.	  Conducting	  epistasis	  experiments	  should	  allow	  for	  further	  
understanding	  of	  how	  these	  genes	  interact.	  Xu	  et	  al.,	  (2011)	  provided	  a	  model	  of	  two	  
parallel	  pathways	  where	  Rho1	  and	  Rok	  function	  together	  to	  inhibit	  Cofilin,	  allowing	  
for	  the	  polymerization	  of	  actin	  and	  the	  correct	  localization	  of	  F-­‐actin,	  contributing	  to	  
both	  elongation	  of	  apical	  membrane	  and	  cellular	  rearrangements.	  In	  the	  suggested	  
parallel	  pathway,	  Rho1	  in	  conjunction	  with	  Rib,	  limits	  p-­‐Moe,	  leading	  to	  apical	  
membrane	  elongation.	  Based	  on	  our	  findings,	  Mcr,	  Kune,	  Cont,	  and	  Nrg	  would	  all	  
function	  in	  the	  first	  proposed	  pathway	  downstream	  of	  Rho1,	  because	  crumbs	  
localizes	  normally	  in	  the	  absence	  of	  SJ	  proteins,	  but	  not	  in	  the	  absence	  of	  Rho1	  (Fig.	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4.1).	  	  Mcr	  and	  Kune	  potentially	  lie	  upstream	  of	  actin	  polymerization	  where	  they	  
regulate	  both	  cell	  rearrangements	  and	  apical	  membrane	  elongation.	  Cont	  and	  Nrg	  
also	  function	  to	  regulate	  cell	  rearrangements	  but	  not	  apical	  membrane	  length,	  most	  
likely	  placing	  them	  downstream	  of	  Mcr	  and	  Kune.	  Additionally,	  if	  SJ	  genes	  are	  
involved	  in	  actin	  polymerization	  examining	  cell	  rearrangements	  and	  apical	  
membrane	  elongation	  in	  animals	  mutant	  for	  SJ	  genes	  and	  a	  loss	  of	  function	  allele	  for	  
Cofilin,	  which	  would	  prevent	  depolymerization	  of	  actin	  (Xu	  et	  al.,	  2011)	  could	  be	  
useful.	  If	  the	  rearrangement	  and	  apical	  membrane	  elongation	  phenotypes	  are	  
suppressed,	  it	  would	  suggest	  that	  the	  SJ	  component	  being	  examined	  plays	  a	  role	  in	  
regulating	  actin	  polymerization.	  It	  is	  possible	  that	  these	  SJ	  proteins	  function	  in	  a	  
separate	  redundant	  pathway	  or	  in	  various	  combinations	  within	  and	  outside	  of	  the	  
Rho1	  pathway.	  	  
A	  redeployment	  of	  SJ	  proteins	  that	  have	  the	  ability	  to	  directly	  interact	  with	  
cytoskeletal	  components	  would	  allow	  for	  these	  proteins	  to	  have	  a	  direct	  regulation	  
of	  changes	  in	  cell	  shape,	  orientation	  of	  the	  plane	  of	  cell	  division,	  or	  polarize	  cells	  
undergoing	  rearrangement.	  The	  localization	  of	  SJ	  proteins	  to	  the	  region	  of	  the	  SJ	  
may	  act	  to	  sequester	  these	  proteins,	  limiting	  their	  ability	  to	  regulate	  the	  distribution	  
of	  forces	  through	  adhesion,	  alter	  vesicle	  trafficking	  to	  regulate	  signaling	  events,	  and	  
to	  contribute	  to	  cytoskeletal	  changes.	  Further	  investigation	  into	  the	  role	  of	  SJ	  genes	  
in	  regulating	  these	  processes	  will	  greatly	  contribute	  to	  extending	  our	  understanding	  
of	  the	  regulation	  of	  foundational	  biological	  mechanisms	  that	  contribute	  to	  
development.	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Figure	  4.1	  Model	  of	  SJ	  genes	  in	  regulating	  SG	  organogenesis	  Modified	  from	  Xu	  et	  
al.	   (2011).	   Rho1	   and	   Rok	   function	   together	   to	   inhibit	   Cofilin	   allowing	   for	   the	  
polymerization	   of	   actin.	  We	  predict	   that	  Mcr	  and	  Kune	   function	  upstream	  of	   actin	  
polymerization,	   possibly	   with	   Rho1	   and	   Rok	   influencing	   both	   cellular	  
rearrangements	   and	   apical	   membrane	   elongation.	   Our	   results	   support	   a	   model	  
where	   Cont	   and	   Nrg	   function	   downstream	   of	   actin	   polymerization	   where	   they	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